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aussi  de  les  localiser  sur  la  séquence  en  acides  aminés  afin  de  comprendre  le  rôle  de 
chacune d'entre elles dans  la modulation de  certains  rôles  fonctionnels de  la protéine. La 
spectrométrie  de  masse  est  la  technique  la  plus  utilisée  qui  permette  aujourd’hui  la 
caractérisation et la localisation des PTMs. 
Parmi  la  multitude  de  PTMs  référencées  à  ce  jour,  la  glycosylation  des  protéines  est 
considérée comme  la modification  la plus abondante, avec des effets considérables sur  les 
propriétés  biologiques  des  protéines  (Spiro  (2002)).  Cette  PTM  a  longtemps  été  pensée 
comme  restreinte  aux  eucaryotes  (avec  près  de  50%  des  protéines  portant  cette 
modification), mais il a été démontré qu'elle est également retrouvée chez les procaryotes, 







L'étude  de  protéines  glycosylées  par  des  approches  de  spectrométrie  de  masse  et  de 
protéomique  (l’étude de  l’ensemble des protéines présentes dans une cellule, un  tissu, un 
organe ou un organisme à un moment précis et sous des conditions données, Kahn 1995) 
demeure  un  défi  technologique  (Pan,  Chen  et  al.  2011).  L’étude  des  protéines  par  une 
stratégie protéomique classique se compose de trois parties (figure 2): une première partie 
de  préparation  de  l’échantillon  (obtention  d’un  échantillon  peptidique  à  partir  d’un 
échantillon  biologique),  une  deuxième  partie  d’analyse  des  peptides  par  nanoLC‐MS/MS 
(fractionnement  des  peptides  par  chromatographie  liquide  et  analyse  des  peptides  par 




Or, pour  l'étude des protéines glycosylées, des difficultés  sont  rencontrées dès  l'étape de 
préparation  des  échantillons.  Les  protéines  glycosylées  possèdent  des  propriétés 
biochimiques différentes des protéines non modifiées, et peuvent également être présentes 
en  faible  abondance  dans  un  échantillon  d’intérêt.  Il  est  alors  nécessaire  d'utiliser  et  de 
concevoir  des  stratégies  de  préparation  d'échantillon  adaptées  pour  étudier  ce  type  de 
modification.  De  plus,  la  recherche  à  haut‐débit  de  ces  protéines  glycosylées  dans  un 
échantillon  biologique  complexe  par  une  stratégie  protéomique  classique  souffre  encore 
aujourd'hui  d'un  manque  d'outils  bioinformatiques  dédiés  et  performants.  Enfin,  la 
détermination  précise  des  acides  aminés  porteurs  des  modifications  nécessite  des 
technologies de spectrométrie de masse innovantes. 





Au  cours  d’une  étude  de  protéomique,  les méthodes  de  préparation  d’échantillon  et  de 
fractionnement des protéines à utiliser doivent être des méthodes permettant  l’extraction 






permettre  l’analyse  de  protéines  minoritaires  pour  une  détermination  du  protéome  en 
profondeur. Pour cela, il est possible d’utiliser plusieurs méthodes de fractionnement sur le 
même  échantillon  de  départ. Dans  ce  but,  la méthode  « Mudpit »  de  Yates  consiste  par 
exemple en des  chromatographies multidimensionnelles  (Washburn, Wolters et al. 2001). 








gel  SDS‐Page  est  une  des méthodes  de  fractionnement  des  protéines  les  plus  répandues 
(figure 3). Elle est basée sur le déplacement des protéines chargées négativement (SDS fixé 
sur les protéines) au travers d’un gel de polyacrylamide, sous l’effet d’un champ électrique. 
En  fonction du  caractère physico‐chimique de  chacune des protéines,  celles‐ci  acquièrent 
des vitesses de migration différentes et sont séparées  les unes des autres. Cette technique 
découle des travaux de Laemmli (Laemmli 1970). Cette technique peut présenter des limites 
en  termes de  résolution pour des  échantillons  complexes.  En  effet,  le  fractionnement de 
protéines sur colonne échangeuse de cations a par exemple permis l’identification d’un plus 
grand  nombre  de  protéines  à  partir  d’une  lysat  de  Escherichia  Coli  qu’avec  un 
fractionnement sur gel 1D SDS‐Page, dans  les mêmes conditions analytiques  (Mostovenko, 
Hassan et al. 2013).  
En  revanche,  cette  technique  de  fractionnement  est  appréciée  pour  la  séparation  des 
protéines difficiles à solubiliser (protéines membranaires par exemple) pour lesquelles il est 





protéines enchâssées dans  la matrice d’acrylamide. C’est une protéase  stable qui clive  les 












L’analyse  protéomique  pour  la  recherche  de  protéines  glycosylées  profite  du 
développement  de méthodes  d’enrichissement  qui  peuvent  permettre  de  décomplexifier 
l’échantillon en amont de l’analyse des peptides par spectromètres de masse. 
Dans  cette  thèse,  je  me  suis  plus  particulièrement  intéressée  à  la  recherche  et  à  la 




nanoLC‐MS/MS  des  protéines  glycoylées,  plusieurs  stratégies  analytiques  sont  alors 
possibles.  En  effet,  il  est  possible  d’utiliser  une  technique  d’enrichissement  au  niveau 
protéique  ou  au  niveau  peptidique,  ou  bien  aux  deux  niveaux,  ou  encore  d’analyser  une 
fraction peptidique totale, non enrichie (figure 4).  
Les  méthodes  d’enrichissement  aujourd’hui  les  plus  utilisées  sont  la  chromatographie 
d’affinité (affinité des glycoprotéines ou glycopeptides pour la protéine concanavaline A, ou 




















pour  les acides sialiques et  les motifs N‐acetyl‐glucosamine. Plusieurs  lectines peuvent être 
combinées  afin  d’améliorer  le  rendement  d’enrichissement  ou  augmenter  la  variété  de 
glycoformes à enrichir. 
Le  plus  souvent,    les  lectines  sont  fixées  sur  de  la  sepharose  ou  de  l’agarose  dans  une 
colonne de chromatographie pour purifier  les protéines  (Espitia and Mancilla 1989) ou  les 
peptides  glycosylés.  Dans  le  cas  des  N‐glycosylations,  les  protéines  potentiellement 
glycosylées ayant une affinité à  la  lectine sont « décrochées » de  la colonne suite à  l’ajout 
d’un compétiteur.  
Cette  technique peut être utilisée pour des protéines O‐glycosyées. Cependant, du  fait du 
caractère  réversible  de  la  liaison  de  la  lectine  aux  les motifs  glycaniques,  cette méthode 
d’enrichissement  souffre  d’un  faible  rendement  de  purification. De  plus,  des  interactions 
non‐spécifiques de composés non‐glycosylés avec les lectines sont souvent observées. 









L’enrichissement de glycopeptides ou  glycoprotéines  sur phase d’hydrazide  se déroule en 
deux étapes :  l’oxidation des diols vicinaux cis d’oligosaccharides en aldéhydes est d’abord 
effectuée avec  le periodate de sodium, et  les glycoprotéines ou glycopeptides sont ensuite 
immobilisés  sur  la  phase  via  une  réaction  chimique  donnant  lieu  à  une  liaison  covalente 
entre les phases hydrazides et les aldéhydes (figure 5) (Zhang, Li et al. 2003). Pour les motifs 
N‐glycanniques,  une  étape  de  déglycosylation  (avec  une  enzyme  spécifique  du  motif 
glycanique  étudié ou avec la PNGase F, active sur tous les types de motifs, excepté chez les 
plantes)  est  ensuite  nécessaire  afin  de  libérer  les  glycopeptides  ou  glycoprotéines  de  la 










Les  groupements  aldéhydes  étant  généralement  absents  des  peptides  ou  protéines  non 
glycosylés, cette technique est relativement spécifique. De plus, les liaisons entre les motifs 
glycaniques et la phase étant de nature covalente, les risques de décrocher les glycopeptides 






Une  phase  fonctionnalisée  avec  de  l’acide  boronique  peut  également  être  utilisée  pour 
enrichir un échantillon en glycopeptides ou glycoprotéines. En effet, une laison covalente se 





















Les  glycopeptides  et  glycoprotéines  sont  généralement  plus  polaires  et  hydrophiles  que 
leurs  correspondants non‐glycosylés du  fait des groupements hydroxyles qu’ils possèdent. 
Ce  caractère peut  être  exploité  au  cours d’une  chromatographie d’interaction hydrophile 
(HILIC, Hydrophilic liquid chromatography). La chromatographie d’interaction hydrophile est 
une variante de  la chromatographie en phase normale pour  laquelle  la phase stationnaire 
est une phase hydrophile  (figure 6)  (Alpert 1990).  Les  analytes  sont  retenus  sur  la phase 
stationnaire  via  des  liaisons  hydrogènes,  des  interactions  ioniques  ou  des  interactions 
dipôle‐dipôle.  
Plusieurs phases peuvent être utilisées dans le cas de cette chromatographie, les phases ZIC‐
HILIC  (Zwitterionic  Hydrophilic  interaction  Liquid  Chromatography)  (Takegawa,  Ito  et  al. 
2008), ou des billes de silice ou sépharose modifiées (Wollscheid, Bausch‐Fluck et al. 2009). 













En  revanche, du  fait de  l’utilisation d’éluants avec des  concentrations élevées en  solvants 
organiques,  un  problème  de  solubilité  des  peptides  peut  être  rencontré.  De  plus,  cette 
technique  d’enrichissement  en  peptides  hydrophiles  n’est  pas  spécifique  des  peptides 
glycosylés,  des  peptides  hydrophiles  non  glycosylés  peuvent  alors  être  élués  parmi  les 
peptides  glycosylés.  En  effet,  le  caractère  hydrophile  d’un  peptide  apporté  par  le  motif 
glycosidique  qu’il  porte  peut  être  plus  faible  que  le  caractère  hydrophile  apporté  par  les 
acides  aminés  d’autres  peptides  non‐glycosylés,  notamment  dans  le  cas  de  peptides  O‐





que  son  homologue  non‐glycosylé,  la  chromatographie  d’exclusion  stérique  peut  par 
exemple être envisagée (Alvarez‐Manilla, Atwood et al. 2006). 
 
L’utilisation  de  méthodes  d’enrichissement  en  amont  de  l’analyse  des  peptides  par 
spectrométrie  de masse  peut  alors  permettre  une  analyse  aisée  des  peptides  glycosylés, 
dans le cas du choix d’une méthode adaptée au type de glycosylation étudié. Nous verrons 










La  chromatographie  d’exclusion  stérique,  la  chromatographie  d’échange  d’ions,  la 
chromatographie  de  phase  inverse,  la  chromatographie  d’interaction  hydrophile  et  la 
chromatographie  d’affinité  constituent    les  techniques  de  chromatographie  liquide  qui 
peuvent  être  utilisées  en  protéomique  et  permettent  de  séparer  les  peptides  et  les 
protéines en fonction de différents paramètres physico‐chimiques.  
La  chromatographie  liquide  est  une  technique  séparative  intéressante  en  raison  de  sa 
résolution, sa flexibilité et ses possibilités de couplage direct aux spectromètres de masse via 







hydrophobicité  et  de  leur  taille.  La  phase  stationnaire  est  une  phase  apolaire,  souvent 
















1. Les  principes  généraux  de  la  spectrométrie  de  masse 
appliquée à l’analyse de protéines  
La  spectrométrie  de  masse  est  une  méthode  analytique  physico‐chimique  et  destructive 
permettant  la mesure précise de  la masse moléculaire d'un analyte, composé chimique ou 
biologique, en mesurant un rapport masse sur charge  (m/z, en  thomson). Cette  technique 
est née des travaux de Joseph John Thomson (prix Nobel de physique en 1906) et de Francis 
William Aston (prix Nobel de chimie en 1922). 
Un  spectromètre  de masse  est  classiquement  représenté par  trois  éléments : une  source 
d'ionisation, un analyseur de masse et un détecteur de courant d'ions (figure 7).  
 







Les  ions  sont  ensuite  focalisés  et  transmis  à  l'analyseur  dans  lequel  ils  sont  séparés  en 
fonction  de  leur  rapport  m/z.  En  effet,  deux  ions  de  m/z  différents  vont  avoir  un 
comportement différent au sein d'un champ électrostatique ou électromagnétique (Domon 
and  Aebersold  2006).  Les  ions  sont  ensuite  collectés  par  le  détecteur  qui  mesure  leur 
nombre. A  l'issue de  la détection, un  système  informatique  traite  les données  et permet 
l'obtention de  l'information sous  la forme de spectres de masse, avec  l'intensité de chacun 
des ions en ordonnées et le rapport m/z de chacun d'entre eux en abscisses.  






et  n'ont  été  développées  qu'au  cours  des  années  80 :  la  source  électrospray  ou 




L’ionisation  ESI  a  été  développée  par  le  groupe  de  Fenn  (prix Nobel  de  chimie  en  2002, 
(Fenn,  Mann  et  al.  1989))  et  s’utilise  pour  l’analyse  d’échantillons  sous  forme  liquide  à 
pression atmosphérique. Cette source d’ionisation peut donc être couplée à des techniques 
séparatives  telles  qu’un  système  de  chromatographie  liquide  (Whitehouse,  Dreyer  et  al. 
1985) ou d’électrophorèse capillaire.  
Elle  possède  la  caractéristique  de  produire  des  ions multichargés.  En  effet,  les  différents 
états de charge observés pour un peptide ou une protéine proviennent à la fois de la charge 














capillaire métallique  contenant  la  solution  d’analytes  et  une  contre‐électrode  (entrée  du 
spectromètre  de  masse).  Cette  différence  de  potentiel  va  entraîner  une  séparation 
électrophorétique des espèces de charges opposées au sein du liquide : les ions de charges 
positives  sont  repoussés  et  se  concentrent  en  surface,  tandis  que  les  ions  de  charges 
négatives  se  trouvent  au  cœur  du  liquide.  Le  liquide  est  alors  déstabilisé  et  un  cône  de 
Taylor se forme à l’extrémité du capillaire. Des gouttelettes multichargées sont émises et un 
flux d’azote coaxial, le gaz de nébulisation (N2 le plus couramment), permet de les stabiliser. 
Le  chauffage  de  l’enceinte  aide  à  l’évaporation  du  solvant.  Le  volume  des  gouttelettes 
chargées va diminuer  jusqu’à  la  limite de stabilité de Rayleigh. Les  forces de répulsion des 
ions  vont  devenir  supérieures  à  celles  de  la  tension  de  surface,  et  vont  entraîner  une 






La  source  ESI  conventionnelle  nécessite  des  débits  entre  1  et  100  μL/min.  En  1996,  des 
sources fonctionnant avec des débits beaucoup moins  importants apparaissent  (20 nL/min 
en  infusion directe). C’est  le début des sources nano‐electrospray  (Wilm and Mann 1996). 
Avec  ces  nouveaux  débits,  le  diamètre  de  l’orifice  de  sortie  de  la  source  est  diminué, 
l’utilisation du gaz de nébulisation n’est plus nécessaire et la taille des gouttelettes formées 














les  liaisons peptidiques entre  les acides aminés en fragments  identifiables pour déterminer 
l’enchainement des acides aminés.  








la  recherche  et  l’identification  d’un  grand  nombre  de  protéines  au  sein  de  mélanges 
complexes. Afin d’avoir une  image exhaustive des protéines présentes dans un échantillon 
d’intérêt,  la protéomique a bénéficié au cours des dernières années d’avancés à plusieurs 
niveaux,  et  notamment  au  niveau  instrumental  avec  des  spectromètres  de  masse  qui 
possèdent  de  grandes  vitesses  de  balayage  et  permettent  donc  l’acquisition  d’un  grand 
nombre de données, avec une sensibilité satisfaisante et de bonnes résolutions. Enfin, afin 
de  retraiter  toutes  les données acquises au  cours de  telles analyses, des  logiciels ont été 














méthode  la  plus  couramment  utilisée  pour  apporter  au  peptide  l’énergie  nécessaire  à  sa 





Dans  la cellule de collision,  l’ion percute un  flux d’atomes de gaz  inerte  (azote, hélium ou 
argon), et l’énergie cinétique apportée au peptide est alors transformée en partie en énergie 
vibrationnelle.  Cette  énergie  interne  va  se  répartir  de  façon  uniforme  sur  le  squelette 
peptidique,  ce  qui  conduit  à  la  rupture  des  liaisons  les  plus  labiles.  Cette  fragmentation 

















(amine  N‐terminale,  fonctions  basiques  des  chaines  latérales),  ou  moyennement  ou  peu 
favorables (atomes d’oxygène et d’azotes des liaisons amides).  
Si  l’on  considère un peptide dichargé, une des  charges est « séquestrée »  sur  la  lysine ou 


















électrostatique,  présenté  pour  la  première  fois  à  la  conférence  annuelle  de  l’ASMS 
(American Society for Mass Spectrometry) en 1999.  
Il est composé de deux électrodes, une électrode centrale qui possède une forme de fuseau 
et une électrode axiale qui possède une  forme de  tonneau  coupé en deux parties égales 
(figure 10). Un vide poussé règne dans l’Orbitrap (10‐10 torr). Les ions entrent dans l’Orbitrap 







électrique  quadri‐logarithmique  est  maintenu  entre  les  électrodes.  Les  ions  oscillent  en 
orbite  autour  de  l’électrode  centrale  dans  les  directions  axiales  et  radiales  sous  l’action 
concomitante  du  champ  électrique  et  de  la  force  centrifuge  qui  s’exerce  sur  les  ions.  A 






















dans  laquelle  ils  sont piégés. Les  ions  sont ensuite envoyés vers  la C‐trap  (« curved  trap » 
























Au  cours  d’une  analyse  classique  de  type  « bottom‐up »  au  laboratoire,  le  mode 
d’acquisition DDA  (« data dependent acquisition ») est utilisé. Avec ce mode d’acquisition, 
un premier spectre MS basse résolution est acquis dans  l’Orbitrap,  le « pré‐scan », afin de 
visualiser  quels  sont  les  ions  présents  au  sein  du  spectromètre  de  masse  à  un  instant  t 
(Olsen, Schwartz et al. 2009). Parmi ces ions, les N ions les plus intenses (avec N souvent égal 
à 20), dont le signal dépasse un certain seuil d’intensité fixé par l’utilisateur, et dont l’état de 
charge  est  conforme  aux  critères  fixés,  sont  sélectionnés  pour  être  fragmentés  dans  la 
trappe  linéaire.  Des  cycles  de  MS  et  MS/MS  sont  alors  réalisés  en  parallèle :  pendant 









Afin que  ça ne  soit pas  toujours  les mêmes  ions  intenses qui  soient  sélectionnés pour  la 












D’autres modes  de  fragmentation  existent  en  spectrométrie  de masse,  qui  peuvent  être 
intéressants  dans  le  cas  de  l’étude  de  peptides  portant  certaines  modifications  post‐
traductionnelles.  
En  effet,  au  cours  de  la  fragmentation  CID  d’un  peptide  portant  une  PTM  labile 
(glycosylation  par  exemple),  l’énergie  vibrationnelle  apportée  au  peptide  peut,  dans  un 




L’information  sur  la  localisation  de  la  modification  est  perdue  et  d’autres  modes  de 
fragmentation  permettent  alors  d’obtenir  cette  information  et  peuvent  être  utiles  pour 
l’étude de toute les PTMs labiles, comme la glycosylation.  
 
Pour  une  recherche  de  type  « bottom‐up »  classique  dédiée  à  l’identification  globale  de 
















la C‐trap  (partir 8,  figure 13). Les  fragments sont ensuite envoyés vers  la C‐trap puis enfin 
vers l’Orbitrap dans lequel ils sont détectés.  
Les spectres MS/MS  issus d’une fragmentation HCD contiennent des  ions fragments de bas 
poids  moléculaires,  et  peuvent  donc  être  informatifs  au  cours  d’une  recherche  de 
modifications  post‐traductionnelles.  De  plus,  du  fait  de  la  détection  des  fragments  dans 
l’Orbitrap,  une  précision  de  masse  satisfaisante  sur  chacun  des  fragments  ainsi  qu’une 
meilleure résolution sont obtenues, ce qui permet d’augmenter la qualité de l’interrogation 
des bases de données.  
En revanche,  la détection de  l’ion précurseur mais aussi des  ions fragments se faisant dans 
l’Orbitrap, une détection en parallèle du précurseur et des fragments comme il est possible 
avec la fragmentation CID n’est pas possible dans le cas de la fragmentation HCD (figure 16). 
Les  temps de cycle avec  fragmentation HCD  sont donc plus  longs. Selon  le  type d’analyse 
que  l’utilisateur doit mener,  il doit  alors  faire un  choix  entre  les  avantages qu’apporte  la 



































Figure  15:  Spectre de masse d’un peptide  tri‐glycosylé dichargé. Au  cours de  la  fragmentation du 
peptide avec un mode de fragmentation CID, il y a formation au sein du spectre de 3 ions provenant 











La  fragmentation  ETD  (Electron  Transfer Dissociation)  est  décrite par  Syka  et  al.  en  2004 
(Syka, Coon et al. 2004). Au  cours de  cette  fragmentation,  il y a  transfert d’un électron à 
partir  d’un  radical  anion  (provenant  d’une  molécule  présente  dans  la  source  ETD,  le 











qui  fonctionne  par  un  transfert  d’un  électron  sur  la  structure  du  peptide  permet  de 








pour  la  détermination  des  glycosites  (Steentoft,  Vakhrushev  et  al.  2011),  ou  des 
phosphosites par exemple (Frese, Zhou et al. 2013). 
 
De  plus,  en  2008,  Swaney  et  al.  mènent  une  étude  afin  de  déterminer  quelle  est  la 
fragmentation  la plus adaptée selon  la masse et  la charge des  ions précurseurs  (figure 18) 
(Swaney, McAlister  et  al.  2008).  La  fragmentation  ETD  semble  alors  apporter  une  bonne 




réel  du  mode  de  fragmentation  le  plus  adapté  selon  la  masse  et  la  charge  de  l’ion 
sélectionné  pour  la  fragmentation,  c’est  le mode  d’acquisition  « data‐dependent  decision 
tree » (figure 18).   
 
Enfin,  la fragmentation ETD semblerait produire des spectres plus  informatifs que  le mode 
de  fragmentation  CID  (un  nombre  plus  importants  d’ions  correspondant  aux  fragments), 
permettant une meilleure attribution de séquence peptidique (Mikesh, 2006). En effet, avec 
une  fragmentation  CID,  lorsque  le  peptide  contient  par  exemple  de  nombreux  résidus 
arginines,  ceux‐ci  vont  gêner  la  migration  du  proton  mobile  le  long  de  la  séquence 
peptidique et donc gêner la fragmentation. La fragmentation ETD permet de s’affranchir de 





données MS/MS.  Au  regard  du  volume  considérable  de  données  à  traiter,  de  nombreux 
















L’approche  par  empreinte  de  fragmentation  peptidique  (PFF  pour  « Peptide  Fragment 
Fingerprinting ») est basée sur  la comparaison des  listes de masses des  ions parents et de 
leurs fragments associés (extraites des spectres MS et des spectres MS/MS respectivement) 
avec des  listes de masses  issues de  la digestion théorique des protéines  in silico présentes 
dans des banques de séquences protéiques, et de  la fragmentation théorique des peptides 
associés (figure 19). Au laboratoire, cette comparaison est principalement réalisée grâce au 
moteur  de  recherche  Mascot  (Perkins,  Pappin  et  al.  1999).  D’autres  logiciels  utilisent 
également cette approche, comme OMSSA (Geer, Markey et al. 2004).  
 






Tous ces  logiciels  fonctionnent à partir de paramètres que définit  l’utilisateur :  l’erreur de 
masse  tolérée  sur  l’ion parent et  sur  les  ions  fils,  l’enzyme de digestion utilisée  (coupures 




utilisée  pour  déterminer  le  degré  de  similarité  entre  un  spectre MS/MS  théorique  et  un 
spectre MS/MS expérimental, et donc dans  la vraisemblance de  l’identification. Le  logiciel 
Mascot  associe  une  valeur  de  probabilité  à  l’attribution  d’une  séquence  peptidique  à  un 












séquences  protéiques.  Considérons  un  spectre  MS/MS  correspondant  réellement  à  un 
peptide  n°1  d’une  protéine  qui  n’est  pas  présente  dans  la  banque  de  données  que  l’on 
interroge. Si certains des fragments de ce peptide sont communs à ceux d’un autre peptide 




peut  également  être  fausse.  Enfin,  de  fausses  interprétations  peuvent  également  être 
obtenues  lorsque  les  paramètres  de  recherche  choisis  par  l’utilisateur  ne  sont  pas  assez 
larges.  
Avec  le  logiciel  Mascot,  une  valeur  de  seuil  d’identité  est  calculée,  pour  chaque 















D’autre  part,  des  méthodes  ont  été  développées  afin  de  filtrer  les  interprétations 
peptidiques  obtenues  et  d’évaluer  le  taux  « faux‐positifs »  ou  FDR.  La  stratégie  la  plus 
connue  pour  cela  est  la  stratégie  de  « target  decoy »  (Elias  and  Gygi  2010).  Dans  cette 
stratégie,  la  recherche  d’identification  est  réalisée  dans  la  banque  protéique  d’intérêt,  la 





Une  fois  l’identification  des  peptides  réalisée,  l’étape  suivante  au  cours  d’une  analyse 
« bottom‐up »  pour  l’identification  des  protéines  au  sein  d’un  échantillon  est  l’étape 
d’assemblage des séquences peptidiques aux protéines contenues dans la base de données. 




L’approche  utilisée  par  le  moteur  de  recherche  Mascot  est  une  méthode  dite 
« parcimonieuse »  qui  consiste  à  trouver  la  liste  de  protéines  la  plus  petite  capable 
d’expliquer l’ensemble des séquences peptidiques identifiées. Ainsi, l’ensemble des numéros 







Selon  le  type  de  glycosylation,  différentes  stratégies  de  glycoprotéomique  peuvent  être 




les  glycannes  libérés  le  sont  d’autre  part.  Dans  le  cas  d’une  déglycosylation  d’un 
glycopeptide avec la PNGase par exemple, l’asparagine porteuse du glycane est transformée 
en acide aspartique, ce qui entraîne un gain de masse de 1 Da sur le peptide, correspondant 









En  effet,  j’ai  choisi  de  mettre  en  place  une  stratégie  de  recherche  des 
glycopeptides/glycoprotéines  qui  ne  fasse  intervenir  aucune  étape  de  préparation 
d’échantillon  supplémentaire par  rapport  à une  stratégie protéomique de  type « bottom‐
up » classique.  
Afin d’identifier les O‐glycopeptides séquencés au cours d’une analyse de glycoprotéomique, 
il  est  alors  nécessaire  d’utiliser  des  programmes  bioinformatiques  adaptés  pour  une 
stratégie « one‐step ».  
 
1. Méthodes  de  glycoprotéomiques  nécessitant  une  analyse 
préliminaires des protéines de l’échantillon 
 





sans  aucune  PTM,  seuls  des  peptides  non  modifiés  sont  recherchés.    Une  banque  de 
données réduite est ensuite créée, renfermant la liste des protéines identifiées et validées. 
 
• Recherche  de  PTMs  « à  l’aveugle »  par  une  méthode  d’alignement  de 
spectres (Tsur, Tanner et al. 2005, Chalkley, Baker et al. 2008). 
 
Sur  un  ensemble  de  spectres  MS/MS,  une  recherche  de  PTMs  « à  l’aveugle »  peut  être 
effectuée sans à priori sur  les PTMs portées par  les peptides. Une recherche des protéines 
contenues  dans  l’échantillon  est  effectuée  au  préalable  (cf.  paragraphe  précédent).  Une 
corrélation est ensuite recherchée entre  les pics présents au sein des spectres MS/MS des 





être  effectuée. Cependant, une  telle  recherche n’est possible que  sur un  jeu de données 
réduit.  En  effet,  l’espace  de  recherche  contenant  les  spectres MS/MS de  référence, pour 
lesquels  des  spectres  MS/MS  possédant  des  ions  fragments  en  commun  vont  être 
recherchés,  ne  doit  pas  être  d’une  taille  trop  importante,  afin  d’éviter  des  temps  de 












En  2011,  Wang  et  al.,  dans  Nature  Protocols,  ont  décrit  la  méthode  IGAP  (Intact 
Glycopeptide Analysis Pipeline) pour une recherche automatique de N‐glycopeptides.  
Cette  méthode  implique  l’utilisation  de  deux  bases  de  données,  l’une  renfermant  les 
protéines que l’on souhaite étudier, l’autre contenant les N‐glycannes d’intérêt, susceptibles 
d’être portés par les protéines contenues dans la première base de données.  
Une digestion  in  silico des peptides  trypsiques de  la banque de données protéique, d’une 
part, est réalisée (avec un nombre de clivages manqués maximum de 2). Seuls  les peptides 
possédant  la  séquence  consensus  N‐X‐S‐T  (X  différent  d’une  proline)  connue  pour  la  N‐
glycosylation sont considérés comme N‐glycopeptides potentiels. D’autre part, une digestion 
théorique  des  glycannes  est  effectuée  (ions  Y  et  B  selon  la  nomenclature  de  Domon  et 





MS/MS  théoriques de glycopeptides potentiels et de  réduire  le nombre de  ces  spectres à 
comparer aux spectres expérimentaux.  
En  revanche, dans  le  cas d’une O‐glycosylation, aucune  séquence  consensus n’est  connue 











glycosidique),  la  recherche  de  cet  ion  diagnostique  au  sein  de  tous  les  spectres  MS/MS 
acquis peut  être une méthode  permettant de  rechercher  les  glycopeptides.  En  revanche, 






Sur  l’Orbitrap  velos,  ceci  n’est  possible  que  dans  le  cas  de  la  fragmentation  HCD  pour 










méthodes  analytiques,  ont  pu  identifier  13  nouvelles  glycoprotéines  de  Mycobacterium 
tuberculosis (Smith, Sweredoski et al. 2014). 
Au  début  de ma  thèse,  aucun  programme  permettant  la  recherche  à  grande  échelle  de 
spectres MS/MS possédant cet ion caractéristique n’avait encore été développé. Au sein du 
laboratoire,  nous  avons  alors  développé  un  tel  programme  dédié  à  la  recherche  des 
glycopeptides.  
 
D. Les  méthodes  d’analyse  de  protéines  entières  pour  la 
caractérisation des modifications post‐traductionnelles 
La stratégie d’indentification des protéines de type « bottom‐up » permet une identification 
des peptides modifiés, ainsi que  la  localisation des  sites de modification grâce à  l’analyse 





d’obtenir  des  informations  complémentaires  à  celles  obtenues  via  une  analyse  de  type 
« bottom‐up », notamment la nature de l’ensemble des PTMs de chaque protéine. De plus, 
la  fragmentation d’une protéine entière selon une stratégie « top‐down » et avec  le mode 







I. L’analyse  de  protéines  entières  par  spectrométrie  de  masse 
pour l’identification des modifications 
 
L’analyse  de  protéines  entière  par  spectrométrie  de  masse  a  connu  un  essor  depuis  le 




















intéressante.  En  effet,  elle permet  la  séparation de deux protéines ou peptides  isomères 






Enfin,  en  2008,  une  nouvelle  technique  de  séparation  « off‐gel »  des  protéines  a  été 
introduite  (Tran  and Doucette  2008). Dans  cette  technique,  les  protéines  traversent  une 
colonne de gel de polyacrylamide parcouru par un champ électrique dans laquelle elles vont 
être  séparées  selon  leurs  poids  moléculaires.  Elles  sont  ensuite  éluées  et  collectées  en 














Dans  le  cas  d’un  couplage  avec  la  chromatographie  liquide,  de  la même  façon  que  pour 












Récemment,  le  terme « proteoform » a été  introduit pour désigner  les différentes  formes 
(avec  les différentes PTMs et  leur différentes positions) d’une protéine donnée  (Smith and 
Kelleher 2013). Caractériser les protéoformes d’une protéine consiste alors à rechercher les 
différentes formes d’une protéine dont les PTMs tout en gardant la connectivité entre celles‐
ci  (figure  20).  Considérons  par  exemple  une  protéine  pour  laquelle  3  PTMs  ont  été 
identifiées. Si la PTM 1 et la PTM 2 coexistent toujours sur la protéine et alors que la PTM 3 











modes  de  fragmentation  qui  sont  bien  connus  sur  les  peptides  peuvent  conduire  à  des 






eV, alors que des différences d’énergie de dissociation selon  les  liaisons peptidiques de  la 
protéine  sont  inférieures  à  1  eV.  Des  ruptures  préférentielles  de  certaines  liaisons 
peptidiques aux détriments d’autres sont alors minimisées et les couvertures de séquences 
obtenues  grâce  à  la  fragmentation  ETD  sont  plus  élevées  que  celles  atteintes  avec  les 
fragmentations CID ou HCD (Coon, Ueberheide et al. 2005). De plus, il est possible d’utiliser 
différents temps d’activation entre  la protéine et  la molécule de fluoranthène. En effet, de 
Figure  20 :  Les  informations  que  l’on  peut  atteindre  sur  les  PTMs  portées  par  deux  protéines 
variantes  (même  séquence  en  acide  aminés  mais  PTMs  différentes),  par  trois  approches :  les 
approches  « bottom‐up »,  « top‐down »  et  « middle‐down ».  L’approche  « middle  –  down » 






courts  temps d’activation  conduisent  à  l’obtention de nombreux  fragments  alors que des 








Enfin,  le  mode  de  fragmentation  HCD  utilisé  sur  les  protéines  permet  l’obtention  d’un 
nombre relativement faible de fragments, principalement au niveau des extrémités N‐ et C‐ 
terminales  (Second,  Zabrouskov  et  al.  2010)  (figure  21).  De  la  même  façon  que  pour  la 
fragmentation CID, peu d’indications sont données concernant l’étude des PTMs labiles avec 
ce mode de fragmentation,  la fragmentation ETD étant  la méthode de choix pour  l’analyse 
des PTMs. 
 









informatique  est  une  étape  de  déconvolution  de  tels  spectres  pour  obtenir  une  liste  de 
masses monoisotopiques utilisée ensuite pour l’interprétation (Liu, Sirotkin et al. 2012).  
Le  logiciel  ProSight  PTM  a  été  le  premier  outil  bio‐informatique  disponible  pour 
l’identification de protéines et  la  recherche de PTM  (LeDuc, Taylor et al. 2004). Ce  logiciel 
fonctionne avec une base de données dans laquelle toutes les PTMs sont répertoriées, ainsi 
que  toutes  les  formes  possibles  d’une  protéine  d’une  séquence  donnée  avec  les 
combinaisons possibles de ces PTMs. Les données expérimentales sont ensuite confrontées 
à  cette  base  de  données  théorique.  La  version  commerciale  ProSight  PC  a  ensuite  été 
développée par la société Thermo. 
De plus, une version de Mascot dédiée à l’analyse de protéines a également été proposée, et 
permet  de  s’affranchir  de  la  limite  de masse  sur  le  précurseur  de  16  kDa  sur  la  version 
traditionnelle.   
Enfin,  de  la  même  façon  que  pour  les  analyses  de  type  « bottom‐up »,  des  logiciels 
d’alignement de spectres permettent également le retraitement des données de type « top‐








« bottum‐up »  classique,  avec  utilisation  éventuelle  de  méthodes  d’enrichissement  en 
glycopeptides  ou  glycoprotéines,  et  développement  d’outils  bioinformatiques  dédiés,  il 
semble aujourd’hui possible de déterminer  la nature des glycoprotéines présentes au sein 
d’échantillons complexes afin de répondre à des questions biologiques d’intérêt.  
De même,  il  semble  également possible de  caractériser de  façon précise  chacune de  ces 















La  tuberculose  humaine,  maladie  infectieuse,  est  causée  par  la  bactérie  Mycobacterium 
tuberculosis.  Elle  se  manifeste  principalement  sous  forme  d’infection  pulmonaire  mais 
d’autres  formes  minoritaires  (osseuses,  méningées,  ganglionnaires)  sont  également 
observées.  
 
Mycobacterium  tuberculosis  appartient  au  genre  Mycobacterium,  à  la  famille  des 
Mycobacteriaceae, et à l’ordre des actinomycetales. 
Il existe plus de 100 espèces au sein du genre Mycobacterium (Tortoli 2006) dont seulement 
4 qui sont pathogènes :  le complexe  tuberculosis, Mycobacterium  leprae responsable de  la 
lèpre,  Mycobacterium  ulcerans  responsable  de  l’ulcère  de  Buruli  et  Mycobacterium 
marinum.  Il  est  interessant  de  remarquer  que  toutes  ces  espèces  sont  des  espèces  à 
croissance lente. 
Au sein du complexe tuberculosis, on retrouve Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium 
africanum,  Mycobacterium  canettii  et  enfin  Mycobacterium  bovis,  responsable  de  la 
tuberculose bovine.  
Au sein du genre Mycobacterium sont retrouvées des espèces à croissance rapide, comme 
Mycobacterium  smegmatis.  Parmi  ces  espèces  à  croissance  rapide,  certaines  sont 









Il  a  été  envisagé  que  Mycobacterium  tuberculosis,  Mycobacterium  africanum, 
Mycobacterium canettii et Mycobacterium bovis découlent d’un ancêtre commun qui serait 
apparu 15 000 à 35 000 années auparavant (Daniel 2006). 
C’est  en  1882 que Robert  Koch démontre  l’originine  bactérienne de  la  tuberculose  et  en 












Chaque  année,  9  millions  de  nouveaux  cas  de  tuberculoses  sont  recensés,  et  près  de  2 
millions de morts. Près d’ un tiers de la population mondiale est infectée par Mycobacterium 
























Après 231 passages  successifs de  la  souche Mycobacterium bovis  sur un milieu de culture 
contenant  de  la  glycérine  et  de  la  bile  de  bœuf,  Camille  Guérin  et  Albert  Calmette 
obtiennent  une  souche  atténuée  dans  sa  virulence,  incapable  de  produire  des  lésions 











maintenant  plusieurs  variants  du  vaccin,  avec  des  différences  génotypiques  et 





protection très  limitée ou nulle de  la population  indienne après vaccination à par exemple 
été  observée  (Russell,  Barry  et  al.  2010).  Ces  variations  peuvent  être  attribuées  à  des 
différences d’ordre génétique, à différents modes de vie ou de régimes alimentaires, mais 
aussi  à  la  possibilité  dans  certaines  zones  du  monde  d’être  exposé  aux  mycobactéries 
environnementales non  tuberculeuses avant d’être  vacciné  (Fine 1995, Bourzac 2014). En 
effet,  certaines  de  ces  mycobactéries  possédent  des phénotypes communs avec 
Mycobacterium  tuberculosis comme notamment l’expression de protéines fortement 





bovis  BCG  surexprimant  des  facteurs  de  virulence  de Mycobacterium  tuberculosis,  ce  qui 
permettrait d’amplifier  la  réponse  immunitaire protectrice engendrée par  l’administration 
du vaccin.  
Une autre piste serait d’utiliser des souches de  Mycobacterium tuberculosis atténuées dans 
leur  virulence,  après  délétion  de  certains  gènes  de  voies  métaboliques  requises  pour  la 
virulence ou la survie du bacille. 
2. L’antibiothérapie 
Le  premier  traitement  de  la  tuberculose  a  débuté  en  1946  avec  l’utilisation  de  la 
streptomycine.  Cette  substance  naturelle,  un  aminoglycoside,  fut  découverte  en  janvier 
1944 par Selman Abraham Waksman. La streptomycine inhibe l’initiation de la traduction en 
se liant à l’ARN 16S de la sous‐unité 30S des ribosomes mycobactériens. A cette époque, la 
streptomycine  administrée  seule  a  permis  une  réduction  très  importante  de  la mortalité 
immédiate  mais  cette  monothérapie  a  engendré  l’apparition  de  souches  résistantes 







A  partir  de  1952,  l’isoniazide  a  également  été  introduite  comme  nouvelle  drogue 
antituberculeuse  (tableau  1).  Cette  substance  altère  la  synthèse  des  acides  mycoliques 
présents au niveau de la paroi bactérienne (figure 25). Son efficacité a été évaluée au cours 
d’une monothérapie ou  au  cours d’une  trithérapie  avec  la  streptomycine  et  l’acide para‐
amino‐salicylique.  Cette  trithérapie,  administrée  au malade  sur  une  durée  d’un  an,  a  été 
largement  adoptée  en  Europe.  La  longue  durée  du  traitement  et  son  coût  élevé  n’ont 
cependant pas permis qu’il soit adopté dans les pays les plus pauvres.  
Dans  les années 1950,  la capacité de  la pyrazinamide à  tuer des bacilles qui persistent au 
sein  d’organes  après  traitement  à  l’isoniazide  ou  à  la  streptomycine  est  montrée.  Le 
pyrazinamide induit une perturbation de la bactérie au niveau de sa membrane plasmique.  
Un peu plus  tard, en 1966 et 1972,  il est montré que  l’administration d’éthambutol et de 
rifampicine au cours d’une  thérapie classique avec  l’isoniazide et  la streptomycine permet 
une réduction importante du taux de mortalité chez les patients. L’éthambutol est actif sur 
les bactéries en phase de croissance et altère  la synthèse d’un des composants de  la paroi, 
l’arabinogalactane.  La  rifamipicine  est  efficace  sur  les  bactéries  en  croissance  et  cible  la 
sous‐unité β de l’ARN polymérase. 
 
L’isionazide,  la  pyrazinamide,  l’éthambutol  et  la  rifampicine  constituent  les  quatre 
antibiotiques de première ligne du traitement de base de la tuberculose. Ce traitement dure 



















de  celui‐ci par  les patients  survient  souvent et  a  conduit  à  l’apparition de  souches multi‐




multi‐résistantes :  les  fluoroquinolones  (ciprofloxacine  et  ofloxacine  par  exemple),  la 
kanamycine et l’amikacine qui sont des antibiotiques aminoglycoside, et la capréomycine et 
la  vyomicine,  des  peptides  cycliques.  Ces  antibiotiques  sont  plus  toxiques  que  les 
antibiotiques de  première  intention  et  entraînent  alors plus d’effets  secondaires  chez  les 
patients.  Des  souches  de  Mycobacterium  tuberculosis  extrêmement  résistantes  aux 
traitements antibiotiques sont alors apparues  (souches XDR : souches MDR résistantes aux 





la moitié des  cas en  Inde, Chine et Russie. De plus, on estime que 9,6% des  tuberculoses 
résistantes  étaient  des  tuberculoses  extrêmement  résistantes.  Les  taux  de  guérison  des 
tuberculoses multi‐résistantes sont compris entre 50 et 70% seulement, contre 90% pour les 
tuberculoses non multi‐résistantes.  





sur  des  souches  de  Mycobacterium  tuberculosis  résistantes  aux  antibiotiques  anti‐
tuberculeux classiques, comme les composés PA‐824 (Stover, Warrener et al. 2000) et OPC‐
67683  (Matsumoto, Hashizume et al. 2006) par exemple.  Ils agissent sur  les bactéries non 
réplicatives en état hypoxique en  tant que donneur d’oxyde d’azote et  causent aussi une 
chute des niveaux d’ATP.  Le TMC207,  lui aussi actif  sur  les  souches MDR, agit  comme un 

























La  membrane  plasmique,  couche  la  plus  interne  de  l’enveloppe,  est  principalement 











(PIM)  participent  préférentiellement  à  la  formation  du  feuillet  externe  de  la  membrane 
plasmique.  Leur  structure  est  basée  sur  une  ancre  phosphatidyl‐myo‐inositol  mannoside 
(MPI)  formée  par  un  sn‐glycérol‐3‐phospho‐myo‐inositol  portant  une  unité  α‐D‐
mannopyranose en position 2 de  l’inositol, et un domaine oligosaccharidique est greffé en 
position  6  de  l’inositol  (Chatterjee  et  al.,  1992).  Les  formes majoritaires  sont  les  PIM2  et 
PIM6.  Quatre  sites  potentiels  d’acylation  des  PIMs  sont  décrits  et  sont  majoritairement 
estérifiés par des  acides  palmitique,  stéarique  et  tuberculostéarique.  L’ancre MPI permet 
l’ancrage  des  PIM  dans  la  bicouche  lipidique.  Les  PIM  jouent  un  rôle  important  dans  la 
perméabilité  et  l’intégrité  de  l’enveloppe  mycobactérienne  (Kordulakova,  Gilleron  et  al. 





Les  PIM  sont  les  précurseurs  de  la  biosynthèse  du  lipomannane  (LM)  et  du 
lipoarabinomannane  (LAM),  lipoglycanes  qui  constituent  le  périplasme.  Le  LAM,  dont  le 






Le  complexe  covalent  du  peptidoglycane  et  de  l’arabinogalactane  mycoloylé  (mAGP) 






La  mycomembrane  est  la  couche  la  plus  externe  de  la  paroi,  d’une  épaisseur  de  8  nm 
environ (Hoffmann, Leis et al. 2008). 
 
Le  feuillet  interne  de  cette  bicouche  lipidique  est  formé  par  les  acides  mycoliques  du 
complexe  mAGP.  Le  feuillet  externe  est  formé  par  des  lipides  extractibles,  tels  que  des 





glycolipides à  tréhalose  sont  constitués d’un  cœur  tréhalose estérifié par des acides gras, 











polysaccharides  (94‐99%) et d’une  faible quantité de  lipides  (1‐6%)  (Ortalo‐Magne, Dupont 
et  al.  1995).  Les  polysaccharides  retrouvés  dans  la  capsule  sont  l’α‐D‐glucane, 






En  effet,  le  bacille  est  inhalé  sous  forme  de  gouttelettes  qui  ont  été  libérées  dans 
l’atmosphère  après  la  toux  d’une  personne  atteinte  d’une  tuberculose  active.  Ces 
gouttelettes  sont  d’une  taille  suffisamment  petite  pour  rester  suspendues  dans 
l’atmosphère pendant quelques heures.  
 
Le bacille atteint  les alvéoles pulmonaires dans  lesquelles  il va être reconnu par  le système 





infectés,  qui  conduit  au  recrutement  de  cellules  mononucléaires  (monocytes,  cellules 
dendritiques  par  exemple)  provenant  des  vaisseaux  sanguins  voisins  (figure  25,  2).  On 
observe également une néo vascularisation importante.  
Les macrophages  infectés  sont  alors  entourés par d’autres macrophages dont  certains  se 
différencient en « foamy » macrophages riches en lipides,  en macrophages epithelioïdes, ou 
en macrophages multinucléés, par des monocytes et des neutrophiles.  Il y a  formation du 





masse amorphe. Des  lymphocytes arrivent également au  lieu de  l’inflammation  (figure 25, 
3).  
Avec l’arrivée des lymphocytes, le granulome acquiert une structure plus organisée avec un 
manteau  fibreux  qui  se  forme  autour  des  macrophages  et  qui  marque  la  périphérie  du 
granulome  (figure  25,  4). Au  sein  de  ce  granulome,  les  bactéries  peuvent  se multiplier  à 
l’état extracellulaire.  
Une  fois  la  phase  de  réplication  bactérienne  rapide  terminée,  des  foyers  caséeux 
apparaissent. Le bacille persiste dans ces foyers mais  ne se réplique plus et on parle alors de 
tuberculose  latente.  Cet état correspond à un équilibre dynamique entre le système 
immunitaire de l’ho ̂te et la bactérie qui peut perdurer tout au long de la vie de l’individu 
atteint. C’est  le  cas  pour  90%  des  personnes  ayant  été  infectées  par  Mycobacterium 
tuberculosis. 
Suite à une diminution des défenses  immunitaires  de  l’individu,  cet  état  peut  basculer  au 
profit  du  pathogène,  comme  cela  est  le  cas  pour  10%  des  personnes  infectées.    La 
vascularisation  du  granulome  diminue,  le  caseum  s’accumule  au  centre  du  granulome. 
(figure 25, 5).  


























Le système  immunitaire  inné est  la première  ligne de défense contre  les microorganismes. 
Contrairement  au  système  immunitaire  adaptatif,  il  est  immédiatement  actif  et  n’a  pas 
besoin  d’avoir  rencontré  l’agent    infectieux  au  préalable. Une  grande  variété  de  cellules 
participe à  la  réponse  immunitaire  innée, notamment  les cellules phagocytaires  telles que 
les macrophages, les cellules dendritiques, les monocytes et les neutrophiles, mais aussi des 
cellules « Natural Killer » (NK), les éosinophiles, les basophiles et les cellules épithéliales. Ces 
cellules  sont  capables  de  détecter  la  présence  des  microbes,  et  de  les  internaliser  pour 
induire  une  réponse  inflammatoire  et  recruter  les  autres  partenaires  du  système 
immunitaire au  site de  l’infection.  La  reconnaissance des microorganismes par  le  système 
immunitaire  est  basée  sur  la  détection  de  motifs  moléculaires  associés  aux  pathogènes 











Les  récepteurs  Toll‐like  (TLR)  sont  des  protéines  trans‐membranaires  et  constituent  une 
famille de PRR, conservée chez tous les mammifères. A ce jour, 10 TLR ont été décrits chez 
l’homme et sont exprimés à  la membrane plasmique  (TLR1, 2, 4, 5 et 6) ou au niveau des 
compartiments  endosomaux  (TLR  3,  7,  8  et  9) des  cellules  immunitaires, notamment des 
macrophages et des cellules dendritiques. 



















des  ions  divalents  Ca2+.  La  liaison  aux  sucres  est  localisée  au  niveau  du  domaine  de 
reconnaissance  des  sucres  (carbohydrate‐recognition  domain,  CRD)  dont  les  structures 
secondaires et  tertiaires  sont partagées par  toutes  les  lectines.  Le  récepteur au mannose, 
DC‐SIGN (Dendritic cell‐specific ICAM‐3‐grabbing non integrin), Mincle (macrophage indicible 
C‐type  lectin)  et  Dectin‐1,  des  lectines  du  type  C  exprimées  à  la  surface  des  cellules  du 
système  immunitaire  sont  impliqués  dans  la  reconnaissance  des  pathogènes.  De  façon 
générale,  l’activation  des  récepteurs  lectiniques  aboutit  à  l’endocytose,  au  trafic 










glycosylés  de  l’enveloppe  mycobactérienne  tels  que  le  ManLAM  (Schlesinger,  Hull  et  al. 
1994),  l’arabinomannane,  le mannane,  les PIM (Torrelles, Azad et al. 2006) et  les protéines 
mannosylées. L’interaction de Mycobacterium tuberculosis avec le récepteur au mannose lui 










DC‐SIGN  est  le  récepteur majeur  de Mycobacterium  tuberculosis  et Mycobacterium  bovis 
BCG à la surface des cellules dendritiques et reconnaît spécifiquement les mycobactéries du 
complexe tuberculosis. DC‐SIGN possède un seul CDR.  
L’interaction  du  ManLAM  avec  DC‐SIGN  permet  de  moduler  la  réponse  des  cellules 
dendritiques  dont  la maturation  et  l’expression  des marqueurs  de  surface  CD83  et  CD86 
sont  diminuées.  Cette  interaction  inhibe  également  la  sécrétion  de  la  cytokine  pro‐





Mincle  est  exprimé  à  la  surface  des  macrophages  (Matsumoto,  Tanaka  et  al.  1999),  et 
interagit avec  le théhalose dimycolate, glycolipide de  la membrane externe de  l’enveloppe 
mycobactérienne.  Cette  intéraction  conduit  à  l’activation  des  macrophages  avec  la 
production de NO et de TNF.  
 


















alors que des  S‐glycosylations  et C‐glycosylations  existent  également  chez  les  eucaryotes. 
Des  motifs  saccharidiques  communs  bien  caractérisés  chez  les  eucaryotes  (glucose, 




Chez Mycobacterium  tuberculosis,  seules  des  protéines O‐mannosylées  ont  à  ce  jour  été 
décrites. En 1989, Espitia et Mancilla (Espitia and Mancilla 1989) mettent en évidence trois 
protéines  de  Mycobacterium  tuberculosis  ayant  une  affinité  pour  la  Concanavaline  A,  et 










Thr35, Thr36, Thr40 et 41) et  l’affinité de  la protéine pour  la Concanavaline A mettent en 
évidence la glycosylation de la lipoprotéine LpqH (Herrmann, O'Gaora et al. 1996). 
 




En 2009,  la glycosylation de  la protéine  superoxide dismutase SodC est caractérisée et  six 
acides aminés modifiés  sont  identifiés avec  six  sites de glycosylation  (Thr45,  thr46, Ser48, 













Du fait de  la difficulté  inhérente à  la recherche et à  l’analyse de protéines glycosylées, peu 










première  thréonine  ou  sérine  de  la  glycoprotéine  naissante  est  ensuite  catalysé  par  une 
protéine O‐mannosyl‐transférase,  intégralement membranaire. Sept protéines O‐mannosyl‐
transférases  ou  PMTs  ont  été  identifiées  chez  Saccharomyces  cerevisiae  (Strahl  Bolsinher 
1999).  L’élongation  des  chaînes  saccharidiques  se  fait  ensuite  à  l’aide  d’  α1,2  ou  α1,3 
mannosyltransférases, de  la  famille des KTR par exemple  (ScKre2p, ScKtr1p, ScKtr1p, α1,2 
mannosyltransférases).  Le  GDP‐Man  joue  le  rôle  de  donneur  de  mannose  pour  cette 
réaction d’élongation de la chaîne saccharidique. 
 
En  2005,  VanderVen  et  al.,  par  une  comparaison  bio‐informatique  des  génomes  de 
Mycobacterium  tuberculosis  et  de  Saccharomyces  cerevisiae  ont  pu  identifier  une  unique 
protéine de Mycobacterium tuberculosis ayant un profil d’hydropathie similaire aux PMTs de 






En  revanche,  au  début  de  ces  travaux  de  thèse,  rien  n’était  encore  connu  sur  la  ou  les 
protéine(s)  de  Mycobacterium  tuberculosis  responsable(s)  de  l’élongation  des  chaînes 
saccharidiques.  
 






d’export  des  protéines,  ce  qui  suggère  que  seules  des  protéines  exportées  du  bacille 
peuvent être O‐mannosylées.  
 
Enfin,  il n’existe pas de  séquence  consensus pour prédire  les  sites de O‐glycosylation.  En 
revanche,  il  a été montré que des  sérines et  thréonines avec un environnement  riche en 
prolines ont une plus grande probabilité d’être O‐glycosylées (Gooley, Classon et al. 1991) 
 
II. Le  rôle de  la glycosylation des protéines  chez Mycobacterium 
tuberculosis 
 
 Le  rôle de  la mannosylation des protéines  chez  les eucaryotes est bien documenté. Chez 
l’humain,  une  déficience  en  la  synthèse  de  motifs  O‐mannosidiques  a  de  graves 
conséquences et entraîne des formes sévères de dystrophies musculaires congénitales.  
Chez  la  levure,  et  notamment  chez  Saccharomyces  cerevisiae,  la  O‐mannosylation  des 
protéines est essentielle pour sa viabilité, et en particulier pour  l’intégrité de  la membrane 
plasmique.  Chez  Candida  albicans,  espèce  pathogène,  une  diminution  du  taux  de 
glycosylation des protéines entraîne une diminution de  l’adhérence  aux  cellules hôtes,  et 
une diminution de la virulence chez la souris. 
 
En  revanche, peu de choses sont connues sur  le  rôle  fonctionnel de  la mannosylation des 
protéines  chez  les  procaryotes.  Chez  Corynebacterium  glutamicum  et  Streptomyces 
coelicolor,  actinomycètes  proches  des  mycobactéries  dans  l’arbre  phylogénétique,  les 







après  immunisation avec  le vaccin BCG. Il est alors montré que  la protéine Apa est capable 
de stimuler les lymphocytes T.   
En  1999,  il  est  montré  que  la  capacité  de  la  protéine  Apa  à  induire  une  réponse  des 
lymphocytes T CD4+ et CD 8+ in vitro et in vivo est dépendante de son taux de glycosylation. 
En effet, la protéine non‐glycosylée produite chez Escherichia coli est incapable de produire 
une  réaction  d’hypersensibilité  retardée  (Horn, Namane  et  al.  1999,  Romain, Horn  et  al. 












culture  de  Mycobacterium  tuberculosis  pouvant  être  utilisé  dans  le  cadre  d’un 
sérodiagnostic de la maladie (Sartain, Slayden et al. 2006). 
 
En  2008,  la  glycosylation  de  la  protéine  LprG  de  Mycobacterium  leprae  a  été  montrée 
comme  indispensable  pour  l’activation  de  la  classe  de  lymphocytes  T  MHC  II  chez  des 
patients atteints de la lèpre (Sieling, Hill et al. 2008).  
 
Enfin,  la  glycosylation  des  protéines  de  Mycobacterium  tuberculosis  (Herrmann,  1996) 




Les  glycoprotéines  semblent  alors  être  des  éléments  clés  de  la  bactérie  lui  permettant 
d’infecter  les  cellules  hôtes  via  des  interactions  avec  les  lectines  de  type  C.  Cependant, 
aucune des glycoprotéines identifiées à ce jour n’a été montrée comme indispensable  pour 
la  virulence  du  bacille  tuberculeux. De  plus,  aucune  donnée  sur  l’effet  systémique  de  la 
glycosylation des protéines n’a été donnée.  
Même si le processus de glycosylation des protéines a été montré comme non indispensable 
chez  les  actinomycètes,  le  processus  de  glycosylation  de  Mycobacterium  tuberculosis 
possède des similarités avec celui des eucaryotes, ce qui peut nous amener à penser qu’un 
tel processus, qui  requiert une consommation d’énergie non négligeable, est  requis par  la 
bactérie pour se maintenir au sein de l’hôte.    






un  rôle  important  dans  la  virulence  du  bacille. Au  cours  de  la  thèse,  en  2013,  est  parue 
l’étude  de  Smith  et  al.  qui  constitue  la  première  approche  globale  d’identification  des 
glycoprotéines sécrétées du bacille et des glycopeptides associés. 13 glycoprotéines ont ainsi 
été  identifiées, en combinant diverses approches de spectrométrie de masse. De  la même 
façon,  nous  allons  utiliser  une  approche  de  glycoprotéomique  faisant  intervenir  un  outil 
bioinformatique développé  au  laboratoire  afin d’identifier  les  glycopeptides du bacille,  et 












Nous avons  vu dans  l’introduction  le  rôle  important de  la O‐mannosylation des proteines 







une  première  partie  de  ce  manuscrit  l’utilisation  du  programme  boinformatique 
« Neutral Loss » qui consiste à  rechercher, parmi  tous  les spectres MS/MS acquis au cours 
d’une  stratégie  « bottom‐up »  classique,  ceux  qui  possèdent  une  signature  de  peptides 
glycosylés. J’ai optimisé  l’utilisation de cet outil tout au  long de  la thèse afin d’obtenir une 
identification des glycoprotéines  fiable. Durant cette phase de développement nous avons 
évalué  l’intérêt  de  cet  outil  en  le  confrontant  à  deux  méthodes  d’enrichissement  en 
glycopeptides  ou  glycoprotéines  plus  conventionnellement  utilisées  pour  la  recherche  et 
l’identification de glycoprotéines.   
L’utilisation de  cet outil bioinformatique « Neutral Loss » nous a permis de  rechercher  les 
glycoprotéines  de  la  bactérie  sécrétées  dans  deux  milieux  de  culture  différents,  mais 
également d’analyser les   glycoprotéines associées aux corps bactériens et obtenues   après 





Par  ailleurs,  pour  comprendre  le  rôle  global  de  la  mannosylation  des  protéines  chez  la 
bactérie,  nous  avons  également mis  en  place  une  étude  comparative  et  quantitative  des 
protéines de  la souche sauvage et de  la souche mutante ΔRv1002c (ainsi que de  la souche 
complémentée  correspondante)  afin  de  rechercher  des  différences  d’expressions  de 




nous  avons  mis  en  place  une  afin  de  pouvoir  caractériser  finement  les  glycoprotéines 
d’intérêt dégagées au  cours de  l’étude. Pour  cela, nous avons  travaillé avec une protéine 
modèle,  la Fascicline de Mycobacterium smegmatis sur  laquelle nous avons évalué  l’apport 
















Afin  d’évaluer  l’effet  d’une  absence  de  glycosylation  des  protéines  sur  la  viabilité  et  la 
virulence de Mycobacterium tuberculosis, la souche mutante ΔRv1002c (gène codant pour la 
PMT délété) a été construite en collaboration avec l’équipe de C. Guilhot à l’IPBS. De plus, la 












Figure  27:  Effets  de  la  délétion  du  gène  Msmeg_5447  sur  la  croissance  de  la  bactérie  (A),  la 









perméabilité  de  la  membrane  aux  drogues  (figure  27B).  Enfin,  la  tolérance  aux  agents 
chaotropiques de  la souche mutante diminue par rapport à celle de  la souche sauvage, ce 
qui pourrait être en  faveur d’un changement de  l’architecture de  l’enveloppe  (figure 27C). 
Cependant,  l’observation  des  deux  bactéries  sauvage  et  mutante  au  microscope 
électronique ne permet de détecter aucun changement au niveau de l’enveloppe. 
 
En  revanche,  la  croissance  du  mutant ΔRv1002c  de  Mycobacterium  tuberculosis  est 
fortement impactée par l’arrêt de l’expression de la PMT (figure 28). En effet, dans un milieu 
de  culture  liquide  7H9  avec  dextrose  et  catalase  (7H9  DC),  la  croissance  de  la  souche 
mutante diminue fortement par rapport à celle de  la souche sauvage. Cependant, dans un 








Des  macrophages  alvéolaires  murins  ainsi  que  des  macrophages  humains  dérivés  de 
monocytes  ont  été  infectés  (une  bactérie  par  macrophage).  En  ce  qui  concerne  les 
macrophages murins,  la vitesse  initiale d’infection est  significativement plus  faible pour  la 
souche mutante que pour  la  souche  sauvage  (figure 29 A et B). Cette observation  semble 
cohérente avec le fait que des glycoprotéines exposées à la surface, comme la protéine Apa, 



















Figure  29:  Dans  le  cas  de  la  souche mutante,  le  nombre  de  bactéries  par macrophage murin  ou 
humain n’augmente pas au cours du temps après infection (B murin et D humain), et le pourcentage 
de  cellules  infectées  diminue  (A murin  et  C  humain).  Ces  observations  semblent  en  faveur  d’une 
croissance  intracellulaire  de  la  souche  mutante  limitée.  Chez  la  souris  SCID  immunodéprimée,  la 
virulence  de  la  souche  mutante  est  fortement  diminuée  par  rapport  aux  souches  sauvage  et 
complémentée: les souris SCID commencent à mourir à partir de 40 jours lorsqu’elles sont infectées 
avec  la souche mutante contre 20  jours avec  la souche sauvage ou  la souche complémentée (E). De 



















alors  nous  attendre  à  ce  que  seules  des  protéines  extra‐cytoplasmiques  soient 
potentiellement  glycosylées.  Les  glycoprotéines  du  bacille  tuberculeux  ayant  été 
caractérisées  avant  ce  travail  de  thèse  ((introduction  deuxième  partie,  partie  C.I.,  les 
protéines Apa,  SodC, MPB83,  LpqH)  sont des protéines  retrouvées dans  le  surnageant de 
culture de la bactérie.  
 
Nous  avons donc  choisi  dans un premier  temps  de  rechercher  les  glycoprotéines dans  le 
surnageant de culture provenant des milieux 7H9 ADC et 7H9 DC, avec un temps de culture 
de deux semaines.  
En  effet,  avant  le  début  de  ce  travail  de  thèse,  des  cultures  des  trois  souches  de 
Mycobacterium  tuberculosis  en milieu  7H9 ADC  et  7H9 DC  avaient  été  lancées. De  façon 
générale, les conditions de culture dans ce milieu sont bien maitrisées. Cependant, il n’a pas 
été possible de  cultiver  la  souche mutante dans un milieu de  culture 7H9 DC. Or,  il était 





Tout  en  testant  d’autres  milieux  de  culture  permettant  de  cultiver  les  3 souches 
simultanément,  il  a  été  décidé  de  commencer  par  analyser  le  glycoprotéome  de 
Mycobacterium  tuberculosis  dans  les  deux  milieux  7H9  DC  et  7H9  ADC  pour  évaluer  un 
éventuel rôle de  l’albumine dans  la glycosylation des protéines et pour mettre en place  la 
stratégie de recherche des glycoprotéines. Les protéines sont analysées après un temps de 











2.5 g/L, ce qui compromet  l’analyse protéomique réalisée par  la suite pour  la recherche de 
glycoprotéines.  En  effet,  au  cours  d’une  analyse  protéomique,  les  différents  peptides 
trypsiques de cette protéine présente en large excès vont être souvent séquencés au sein du 















présence  des  billes  sur  lesquelles  sont  greffées  des  millions  d’hexapeptides.  Après  une  étape  de 
lavage pour éliminer  les protéines qui n’ont pas trouvé de sites de  fixation,  les protéines  fixées aux 













Pour  les  échantillons  correspondant  aux  milieux  7H9  DC  et  7H9  ADC  avec  stratégie 
d’égalisation,  les  protéines  présentes  dans  le  surnageant  de  culture  ont  été  mises  en 
présences des billes Proteominer. Les protéines éluées des billes ont été dosées et 100 μg de 











ou  sans  stratégie d’égalisation. Après une éventuelle égalisation  sur  les billes Proteominer,  les protéines 
sont réduites et alkylées, fractionnées sur un gel SDS‐Page. 8 bandes sont découpées sur chaque piste, et la 






















que  légèrement  plus  homogène  par  rapport  à  la  piste  3  (milieu  7H9  DC  sans  étape 
d’égalisation).  Cette  stratégie  d’égalisation  semble  peu  intéressante  lorsqu’une  protéine 
n’est pas présente en large excès.   
 







une  étude  de  2012,  422  protéines  ont  été  identifiées  dans  le  surnageant  de  culture  du 
bacille tuberculeux par analyse LC‐MS/MS (Bell, Smith et al. 2012, Smith, Sweredoski et al. 
2014).  L’étape  d’égalisation  des  protéines  du milieu  7H9 DC  permet  alors  d’atteindre  ce 
ADC  DC 























IV. Le  retraitement  bio‐informatique  des  données  pour 
l’identification de glycoprotéines 
 
Sur  les  données  acquises,  un  outil  bioinformatique  développé  au  laboratoire,  « Neutral 
Loss », a été utilisé afin de « filtrer »  les données et rechercher  les glycopeptides contenus 
dans chacun des échantillons.    









1. La  recherche  des  protéines  glycosylées  avec  le  moteur  de 
recherche Mascot 
 




Ainsi,  Il  n’est  pas  possible  de  choisir  la  tolérance  de  masse  pour  la  recherche  de  l’ion 
provenant  d’une  éventuelle  perte  de  neutre  caractéristique  des  spectres  de  peptides 
glycosylés  (figure 34). De plus,  il n’est pas non plus possible de déterminer une  intensité 
minimale pour celui‐ci. Des spectres vont alors être interprétés comme spectres de peptides 






Le  logiciel  « Neutral  Loss »  a  alors  été  créé pour  une meilleure  sélection  des  spectres de 
peptides  glycosylés  putatifs.  Ce  logiciel  est  complémentaire  à  l’utilisation  de  Mascot.  En 












































tous  les  spectres  MS/MS  acquis  au  cours  d’une  analyse,  les  spectres  possédant  cette 
caractéristique. 









Les  données  d’entrée  de  l’outil  « Neutral  Loss »  sont  contenues  dans  les  « peak  list » 
enregistrées au cours des analyses nanoLC‐MS/MS. Ces « peak  list »   renferment  la  liste de 







chacun de ces  ions parmi tous  les autres  ions du spectre. Dans  le cas d’un peptide avec un 
seul mannose, l’ion unique provenant de la perte de neutre à partir de l’ion parent sera un 
des  ions  les plus  intenses du spectre. Comme valeur d’intensité relative miminum à entrer 























La  liste de  spectres MS/MS que  « Neutral  Loss »  considère  comme  spectres possédant  la 
signature caractéristique de peptides glycosylés est une liste de glycoconjugués putatifs. En 










des  spectres MS/MS  théoriques  de  peptides  de  protéines  renfermées  dans  des  bases  de 
données, et donc d’obtenir une liste de glycopeptides putatifs.  
 
A  la  suite  de  l’interrogation  des  données  par Mascot,  de  façon  générale  au  cours  d’une 
analyse LC‐MS/MS, les spectres MS/MS sont classés en trois catégories (figure 36): 




les peptides  correspondant ne  sont pas attribués à une protéine. Dans  ce  cas, un 
seul  peptide  appartient  à  la  protéine  correspondante  et  celle‐ci  n’est  alors  pas 
validée par Mascot.  




Figure 36: A  la suite de  la  recherche des  interprétations peptidiques des spectres MS/MS enregistrés au 
cours  d’une  analyse  nanoLC‐MS/MS  par Mascot,  les  spectres  peuvent  être  classés  en  3  catégories :  les 







Afin d’établir  la  liste des glycoprotéines du bacille, nous nous sommes alors  intéressés aux 
spectres MS/MS retenus par le logiciel « Neutral Loss » et classés dans la catégorie n°3 après 
interrogation des bases de données avec Mascot.  
Pour  valider  un  candidat  glycopeptide,  il  faut  qu’un  (ou  plusieurs)  spectre MS/MS  de  ce 








1. Apport  de  l’outil  bioinformatique Neutral  Loss  pour  la  sélection 
des spectres de glycopeptides putatifs 
 














peptide  soit  identique  à  celui  détecté  par  « Neutral  Loss »  dans  le  spectre  MS/MS 
correspondant. En effet, selon  le nombre de pertes de neutres que Mascot va détecter au 
sein d’un spectre MS/MS, une masse correspondant à  la masse de ces unités osidiques va 





En  ne  considérant  que  les  spectres  MS/MS  correspondant  alors  à  ce  critère,  seulement 






















de faux positif risque d’être  le plus  important (ion au sein du spectre  interprété comme un 
ion  provenant  d’une  perte  de  neutre  qui  est  en  réalité  un  ion  y  ou  b  provenant  de  la 
fragmentation du peptide).  
Afin d’essayer d’évaluer la fiabilité des résultats obtenus, nous nous sommes intéressés aux 






Nombre protéines totales validées  349 337  904 460
Nombre de spectres MS/MS enregistrés  117148 121131  103711 104450
Spectres avec signature de glycoconjugués (Neutral Loss)  1456 1570  1293 1567
% par rapport au nombre total de MS/MS  1,24 1,30  1,25 1,50
Spectres de glycoconjugués putatifs de catégorie 3,  
avec interprétation de rang 1  70 394  96 174
Spectres de glycoconjugués putatifs avec attributions de 
séquences de peptides glycosylés  12 43  6 32
Spectres de glycoconjugués putatifs avec un même nombre 
d'hexoses détectés par Mascot et par neutral Loss  8 34  5 25
Spectres de glycoconjugués putatifs uniques avec un même 
nombre d'hexoses détectés par Mascot et par neutral Loss  3 4  7 8








sur  la nature des acides aminés qui composent  les protéines et sur  l’accessibilité des sites 
potentiels  de  glycosylation.  Ces  règles  ont  été  établies  suite  à  l’étude  de  protéines  O‐
glycosylées connues et caractérisées (Julenius, Molgaard et al. 2005, Steentoft, Vakhrushev 
et al. 2013). 
Sur  les  douze  protéines  identifiées,  seulement  six  possèdent  des  glycopeptides  ayant  de 










Rv0315  Beta‐1,3‐glucanase putative   DC   APAGPT(0,92)PAPAAPAAATGGLLFHDEFDGPAGSVPDPSK A     1  4 
Rv0468  3‐hydroxybutyryl‐CoA dehydrogenase FADB2 putative   DC PM  VAAATKQPQRVL  K     1  1 
Rv1079  Cystathionine gamma‐synthase MetB (Cgs)   ADC PM  FGGMVSVRLHGGR  G  O (M)  1  1 


















Rv2145c  Antigène sécrété Wag31   ADC   ADGMLADAQARS(0,60)ESQ  R     1  1 









Rv2831  Enoyl‐CoA hydratase à courte chaîne  DC PM  CAGLDLKELGDQTQLPDISPK  F     1  1 
Rv2845c  Ligase proline‐‐tRNA ligase   ADC PM  GQTRELSIDADLAGQVLAAVRAEAG  S     1  1 
Rv2971  Oxidoreductase putative  ADC PM  LLDNPTVTS(0,64)IASEYVKTPAQVLLRWN  R     1  1 
Rv3255c  Isomerase mannose‐6‐phosphate   DC PM  ANSDNVLRGGLTPK  M     1  1 
ADC PM  F     1  2 
DC PM 
SLQLIGPPPSPVQR 
F     1  9 






















De  plus,  le  procédé  d’égalisation  des  protéines  sur  billes  Proteominer  ne  semble  pas 
permettre  un  enrichissement  en  glycoprotéines.  En  effet,  le  nombre  final  de  spectres 
retenus par « Neutral Loss » comme spectres de peptides glycosylés putatifs n’est pas plus 
important  dans  le  cas  des  conditions  avec  égalisation  par  rapport  aux mêmes  conditions 
sans égalisation (tableau 3).  
 
















semaines. Après une  incubation de 2h des protéines avec  la phase de  lectine,  la phase est 
récupérée,  lavée  et  les  protéines  ayant  une  affinité  avec  celle‐ci  sont  éluées  grâce  à  un 
compétiteur.  
Nous  avons  ensuite  déposé  90%  de  cette  fraction  d’élution  sur  un  gel  SDS‐Page  avec 



















pas d’enrichir de  façon  spécifique en  glycoprotéines ou  glycopeptides,  tous  les  composés 
mannosylés ayant une affinité pour cette  lectine  (Becker, Reeke et al. 1975). Beaucoup de 
spectres MS/MS enregistrés dans cette étude sont des spectres de composés multiglycosylés 








Figure  37: Gel  SDS‐Page  réalisé  avec  la  fraction protéique  enrichie  sur  concanavaline A  (première 

















Plus  de  8000  spectres  ont  été  enregistrés  au  cours  de  la  première  expérience 




revanche,  après  application  des  différents  filtres,  0.2%  des  spectres  MS/MS  sont  validés 
comme  spectres  de  glycopeptides  putatifs  pour  l’expérience  avec  enrichissement  contre 
0.02% pour l’expérience sans enrichissement. 
Pour la première expérience, 2 glycoprotéines sont validées, la protéine membranaire codée 




























Tableau 6:  Liste des protéines  identifiées après enrichissement avec  la  concanavaline A au niveau 
peptidique 
Compte‐tenu  du  fait  que  cette  expérience  nous  a  permis  d’identifier  2  glycoprotéines  à 
partir de 20 μg de protéines digérées seulement, nous avons essayé de poursuivre ces essais 










De  la même  façon que précédemment, 20  μg de protéines  totales du  surnageant ont été 
digérées in gel. Séchés, le digestat a ensuite été repris dans une solution acide avec un fort 
taux d’acétonitrile, puis déposé  sur une phase hydrophile de  type  ZIC‐HILIC.  Les peptides 
hydrophiles sont ensuite élués avec une solution acide riche en eau. 
Après  analyse  nanoLC‐MS/MS  de  cette  fraction  éluée,  environ  1.2%  des  spectres  sont 
sélectionnés  par  Neutral  Loss.  En  revanche,  une  très  faible  proportion  de  ces  spectres 
possède  une  attribution  de  séquence  peptidique  après  interrogation  Mascot  et,  après 
application des différents filtres, aucune glycoprotéine n’est validée. 
Cette  méthode  d’enrichissement  sur  phase  chromatographique  hydrophile  n’est  pas 
spécifique des glycopeptides. En outre, dans le cadre de notre étude, le caractère hydrophile 
apporté par  l’oligosaccharide porté par  les peptides peut ne pas prévaloir sur  le caractère 
hydrophile ou hydrophobe apporté par  les acides aminés du peptide. En effet, dans  le cas 
d’un  peptide  di‐  ou  tri‐mannosylé,  l’hydrophilie  apportée  par  les  mannoses  est  faible, 




de  ne  pas  les  utiliser  dans  le  cadre  de  notre  étude  et  de  poursuivre  celle‐ci  avec  un 
développement plus approfondi de l’utilisation du programme « Neutral Loss ». 
Gene Rv  Protéines  Petides glycosylés  Degré glyco  Queries 
ARPASTTLPAGADLADR  2  2














Comme  il a précédemment été évoqué, pour  s’affranchir des problèmes  liés à  l’albumine 
présente en excès dans le milieu de culture 7H9, des essais de culture des trois souches du 
bacille  (sauvage,  mutante  ΔRv1002c  et  complémentée  ΔRv1002c :rv1002c)  avaient  été 
réalisés.  Le milieu  de  culture  Sauton  est  un milieu  composé  d’acides  aminés,  de  sels  de 
sodium, magnésium,  fer  et  potassium,  et  de  glycérol  comme  source  de  carbone.  C’est  à 
partir de  l’analyse de  surnageants de  culture provenant de  ce milieu de  culture que Apa, 
SodC et MPB83, totalement caractérisées dans la littérature ont été analysées. De plus, dans 
ces études, le temps de culture de la bactérie auquel ont été récupéré les surnageants était 
un  temps de culture  relativement  long de plus de  six  semaines, correspondant à  la phase 
exponentielle.   





les  protéines  présentes  dans  le  surnageant  de  culture  du milieu  Sauton  ont  été  dosées, 
100μg de protéines ont été fractionnées sur un gel 1D SDS‐Page (figure 38). Une bande très 
intense  apparaît  et  correspond  à  une  ou  plusieurs  protéine(s)  d’un  poids  moléculaire 
apparent entre 50 et 75  kda, poids moléculaire des protéines de  type Hsp  (« Heat  Shock 
Protein »)  souvent  présentes  de  façon  abondante  dans  les  surnageants  de  culture.  La 










important  des  protéines,  nous  avons  décidé  de  découper  17  bandes  par  piste.  En  effet, 
découper un nombre plus  important de bandes sur une piste d’un gel SDS‐Page peut nous 
permettre d’obtenir une couverture analytique plus large et d’identifier un nombre global de 
protéines  plus  important,  et  donc  un  nombre  de  protéines  glycosylées  plus  important 
également.  Les  protéines  ont  ensuite  été  digérées  en  gel  par  la  trypsine  et  les  fractions 





Comme  il a déjà été évoqué précédemment,  il est necessaire que  le nombre de pertes de 





glycopeptides  putatifs  obtenue  après  interrogation  Mascot  de  la  liste  de  glycoconjugués 
putatifs de sortie de « Neutral Loss » (figure 39). 
 







Premier  filtre :  Comme  précédemment,  après  interrogation  des  banques  de  données  par 












Cinquième  filtre : un  filtre est appliqué en  fonction des  intensités des  ions provenant des 
pertes de neutre à partir de l’ion parent dans chacun des spectres MS/MS. 
En effet, nous pouvons nous attendre à ce que, pour un peptide glycosylé donné, selon son 
état  de  glycosylation,  les  ions  provenant  de  la  (ou  des)  perte(s)  de  neutre(s)  au  sein  du 
spectre aient une intensité variable. 
Dans  le  cas  d’un  peptide monoglycosylé,  l’unique  ion  provenant  de  la  perte  de  neutre  à 
partir de  l’ion parent est relativement  intense. Nous avons alors décidé de ne sélectionner 
que  les  spectres  dont  l’ion  provenant  de  la  perte  de  neutre  à  une  intensité  relative 
supérieure à 60% et un rang maximum au sein du spectre de 5. 
Pour  les  spectres  de  peptides  diglycosylés,  l’intensité  de  la  deuxième  perte  est moindre. 









Suite  à  l’analyse  nanoLC‐MS/MS  des  fractions  peptidiques  obtenues  après  digestion  des 
protéines  contenues dans  chacune de  ces 17 bandes, un  grand nombre de queries  a  été 































obtenue  en  sortie  de Neutral  Loss  a  ensuite  été  interrogée  par Mascot,  et  les  différents 



























dans  la  liste  des  protéines  identifiées  après  interrogation  Mascot  de  la  liste  de 
glycoconnjugués  putatifs  de  Neutral  Loss,  mais  aucun  des  peptides  identifiés  n’est  un 
peptide glycosylé.  
 
Dans  le  cas du premier  réplicat Sauton WT1, un peptide  tri‐glycosylé est  identifié pour  la 
protéine MPT83   et passe  tous  les  filtres arbitrairement définis. En  revanche, étant donné 
qu’un  seul peptide est  identifié pour  cette protéine,    celle‐ci n’a pas été  retenue dans  la 
première  liste  de  glycoprotéines  validées.  Le  glycopeptide  identifié  contient  les  deux 
thréonines (Th48‐Th49)  identifiées comme sites de glycosylation.   Dans  le cas du deuxième 
réplicat,  un peptide monoglycosylé de la protéine MPT83 est identifié, mais le score attribué 
à  l’interprétation peptidique de ce peptide est  inférieur à 8 et ne correspond alors pas aux 





est    identifié pour  la protéine SodC mais  le nombre d’hexoses détectés  sur  le peptide est 
différent de celui détecté par Mascot et est alors éliminé du crible.  
 







le  ou  les  ion(s)  identifié  comme  perte(s)  de  neutre  par  Mascot  sont  mal  identifiés  et 
correspondent en réalité à des ions y ou b  de fragmentation du peptide. Pour une protéine 
identifiée  à  la  fois dans  les  surnageants de  culture de  la  souche  sauvage et de  la  souche 




la  souche  complémentée,  afin  de  confronter  la  liste  des  glycoprotéines  identifiées  après 










APAGPT(0,92)PAPAAPAAATGGLLFHDEFDGPAGSVPDPSK     1  11 Sauton 
WT1  PAGPT(0,92)PAPAAPAAATGGLLFHDEFDGPAGSVPDPSK     1  6 






T(0,95)T(0,95)T(0,94)PS(0,96)GPVPPVS(0,94)EAAR     2  5 
T(0,95)T(0,95)T(0,94)PS(0,96)GPVPPVS(0,94)EAAR 
N 
   3  1 Rv0838  Lipoprotéine LpqR 
Sauton 
WT1 
NT(0,95)T(0,95)T(0,94)PS(0,96)GPVPPVS(0,94)EAAR  V     2  1 
   2  2 
GNDDNVTGGGATTGQASAK  C 
   3  3 Rv0928  Lipoprotéine PSTS3 
Sauton 
WT2 























VQVTKPPVS  Q     1  4 
Rv1411c  Lipoprotéine LprG 
Sauton 
WT1  TLSGDLTTNPTAATGNVK  K     1  1 









































E. Recherche  des  glycoprotéines  sécrétées  de  Mycobacterium 
tuberculosis  –  Milieu  de  culture  Sauton,  souches  mutante  et 
complementée 
 
I. Echantillons  biologiques,  conditions  analytiques  et 
retraitement des données 
 
De  la même façon qu’au cours de  l’étude précédente,  les surnageants de culture des deux 
souches mutante et complémentée ont été recueillis et filtrés à un temps de culture de six 
semaines,  et  les  fractions  peptidiques  ont  été  obtenues  de  la  même  façon  que 
précédemment.  




 En  ce  qui  concerne  le  gel  SDS‐Page  des  protéines  de  la  souche  mutante,  la  bande 
correspondant à la protéine de type HSP possède une intensité fortement diminuée (figure 
40). De plus,  les protéines  sont  réparties de  façon plus homogène  sur  la piste de gel, par 
rapport à la piste correspondant au deuxième réplicat de la souche sauvage par exemple. 




















nombre  total  de  queries  est  similaire  à  ceux  obtenus  après  analyse  des  protéines  des 
souches sauvages. De plus, après application de chacun des filtres, 310 spectres MS/MS de 
glycopeptides putatifs  restent validés. En  revanche, moins de 5% de ces spectres sont des 















Nombre de spectres MS/MS enregistrés  236456  363529  456736  380336
Spectres avec signature de glycoconjugués (Neutral Loss)  8287  14513  14287  19575 
% par rapport au nombre de spectres MS/MS total  3,5  3,99  3,13  5,15 
Spectres de glycoconjugués putatifs de catégorie 3, avec 
interprétation de rang 1 
3748  6964  8045  9654 
Spectres de glycoconjugués putatifs avec un même nombre 
d'hexoses détectés par Mascot et par « Neutral Loss » 
338  827  648  1514 
Spectres de glycoconjugués avec un score d'attribution de 
séquence peptidique > 8 
237  595  399  1161 
Spectres de glycoconjugués putatifs uniques avec un même 
nombre d'hexoses détectés par Mascot et par neutral Loss 
125  292  218  514 













données  et  application  de  chacun  des  filtres,  ce  sont  plus  de  1000  spectres  MS/MS  de 
glycopeptides  putatifs  qui  sont  validés.  Finalement,    ce  sont  18  glycoprotéines  qui  sont 
validées avec au moins deux peptides glycosylés différents, dont 7 qui ont précédemment 
été  validées  dans  au  moins  un  des  deux  réplicats  de  la  souche  sauvage,  ce  qui  permet 
d’augmenter la fiabilité de ces résultats (tableau 10).  
De plus, dans cette étude, la glycoprotéine Apa  est identifiée avec trois peptides glycosylés 
de  la région C‐terminale de  la protéine, région dans  laquelle  les sites de glycosylation de  la 
protéine ont été définis (Dobos, Khoo et al. 1996). 
La  lipoprotéine LpqH est également  ici  identifiée avec deux glycopeptides différents, et un 
nombre d’hexoses  allant jusqu’à 8. Les sites de glycosylation de cette protéine décrits dans 
la  littérature  sont  contenus  dans  le  glycopeptide  identifié  dans  cette  étude  (Herrmann, 
O'Gaora et al. 1996). 
 
La  protéine  Apa,  la  beta‐lactamase  (Rv2068c),  trois  protéines  membranaires  (Rv2799, 












K  DCVAATQAPDAGAMSASMQK  C (C)     1 10 
0175  MCE‐associated membrane protein   Sauton CP 
R VKVSNTDSDAH  D (N) 1 1 
      1 31 
0822c  LytR/CpsA/Psr family protein  Sauton CP  R LGNTPSTPPTTTK 
2 1 
D (N)     2 5 
      2 4 
      3 3 
D(N)     3 1 
V NT(0.95)T(0.95)T(0.94)PS(0.96)GPVPPVS(0.94)EAAR 
4 6 
      2 6 







      5 1 
D (N)     1 38 
D (N)  O (M)  1 18 
D (N)     2 7 
1270c  Putative lipoprotein LPRA   Sauton CP  K AS(0.81)DT(0.77)AAT(0.69)ASNGDAAMLLK 
D (N) O (M) 2 15 
      1 6 
A S(0.58)S(0.59)PS(0.57)PGS(0.57)PS(0.58)PEAQQILQDSSK 
3 1 1368  LprF  Sauton CP 
T AS(0.58)S(0.59)PS(0.57)PGS(0.57)PS(0.58)PEAQQILQDSSK 1 1 
ANPGPNPAPNPPAT(0.91)GPQPPNAT(0.93)QLT(0.96)PNPAPAPDPAPA        1 3 
1754c  Predicted protein   Sauton CP  R
TSRWGRT(0.59)SSPT(0.59)T        3 1 
      1 9 
      2 1 A GEVAPT(0.94)PT(0.65)T(0.91)PT(0.87)PQR 
3 11 
R  PLVAPPPAPAPAPAEPAPAPAPAGEVAPT(0.94)PT(0.65)T(0.91)PT(0.87)PQR        1 2 




P  AS(0.87)T(0.91)T(0.77)LPAGADLADR        2 8 
2068c  Beta‐lactamase   Sauton CP 
A  S(0.87)T(0.91)T(0.77)LPAGADLADR        2 3 














A GPCEIVPNGT(0.93)PAPK C (C) D (N) 1 8 
V  AT(0.73)T(0.84)DPSPFDPCR  C (C)     1 12 
K  C (C)     1 7 









I VAT(0.73)T(0.84)DPS(0.53)PFDPCR C (C) 1 1 
      2 2 
3244c  Lipoprotein lpqB   Sauton CP  I  GT(0.76)VERPVPS(0.94)NLPKPS(0.79)PGMDPDVLLR 
      3 1 
K  QPFSLQLIGPPPSPVQR        1 5 
3491  Putative uncharacterized protein   Sauton CP 
F SLQLIGPPPSPVQR 1 12 
R  SLPVPFILNQPPPPPGPVPAPGPAQAPPPES(0.66)PAQGG        1 1 




Q GQNPET(0.99)PT(0.99)PT(0.98)AAVQPPPVLK 3 3 






      2 9 
AVRPGPGPGGPGQVPS(0.78)S(0.92)VS(0.76)PPAT(0.67)PAP 
3 7 
      2 9 







A  AGT(0.95)T(0.96)AS(0.93)PGAAS(0.53)GPK        1 1 
      3 2 
      4 11 
      5 8 
      6 9 









R TFPGMEYGQNAAPPSPAR 1 5 








Afin  d’obtenir  les  extraits  de  protéines  cellulaires,  les  bactéries  ont  subies  une  lyse 
mécanique.  
Par  la  suite,  100μg  de  protéines  issues  de  la  lyse  des  bactéries  de  la  souche  sauvage  et 
100μg  de  protéines  issues  de  la  lyse  des  bactéries  de  la  souche  complémentée  ont  été 
déposées sur un gel SDS‐Page avec fractionnement (figure 41).  








Après  application  du    workflow  de  retraitement  des  données  pour  la  recherche  des 
glycopeptides,    nous  avons  identifié  et  validé  10  glycoprotéines  (tableau  11),  dont  4 
précédemment identifiées lors de l’analyse des protéines sécrétées des souches sauvage et 
complémentée  du milieu  Sauton :  les  lipoprotéines  LprF,  LpqH,  LprA  et  LprG.  Pour  ces  4 
glycoprotéines  putatives,  les  glycopeptides  identifiés    sont  identiques  à  ceux  identifiés 
précédemment.  Pour  les  6  autres  glycoprotéines  nouvellement  validées,  3  ont  été 
identifiées avec des peptides possédant de bonnes probabilités de glycosylation.  
 










      2  2 
C  GNDDNVTGGGATTGQASAK 




N  DDNVTGGGATTGQASAK        2  1 
D (N)  O (M)  1  6 
D (N)     1  7 
O (M)     1  1 
      1  2 
D (N)     2  5 
      2  2 
D (N)  O (M)  2  3 
O (M)     2  1 
D (N)  O (M)  3  2 
D (N)     3  1 
      3  1 
EC CP  K  AS(0.81)DT(0.77)AAT(0.69)ASNGDAAMLLK 
D (N)     4  2 
D (N)     2  2 
D (N)  O (M)  2  1 
D (N)     1  2 
1270c  Putative lipoprotein LPRA  
EC WT  K  AS(0.81)DT(0.77)AAT(0.69)ASNGDAAMLLK 
D (N)  O (M)  1  1 
      1  3 
      2  3 
      3  2 
EC CP 
      4  1 
      4  1 
      3  2 




      1  2 
Q  VQVTKPPVS        1  5 EC CP 
K  TLSGDLTTNPTAATGNVK        1  2 















      2  6 
K  VPDCINSGKYIEKVDGLAAAVNVH  D (N)  P ( C)  1  1 
K  IKEIVGDVPGIDSAAATA        1  1 EC CP 
K  IKEIVGDVPGIDSAAATATS        1  2 





K  VDGLAAAVNVHATPTVR        1  1 
      1  1 EC CP  K  AGQGSVMVPISAGLATPHE 
O (M)     1  1 
      1  1 
3584  Lipoprotein lpqE  
EC WT  K  AGQGSVMVPISAGLATPHE 
O (M)     1  1 
K  VISISEASGAAPT(0.6)HEAPAPPR        1  3 
3623  Lipoprotein lpqG  EC CP 
R  VT(0.76)VAPQYSNPEPAGTATITGYR        1  1 
      1  1 
      2  2 
      3  2 
      4  2 
      6  1 
      7  1 
3763  19 kDa lipoprotein antigen LPQH  EC CP  K  S(0.80)T(0.93)T(0.83)GS(0.94)GET(0.94)T(0.99)T(0.98)AAGT(0.95)T(0.96)AS(0.93)PGAAS(0.53)GPK 
      8  1 
      3  1 
      2  1 3835  Putative uncharacterized protein  EC CP  R  LAGYIAS(0.66)NPVPS(0.76)T(0.69)GAK 















Une  fois  la  stratégie  de  recherche  des  glycoprotéines mise  au  point,  nous  avons  essayer 
d’évaluer et de quantifier l’apport de l’utilisation de l’outil « Neutral Loss » par rapport à une 
stratégie classique de recherche des protéines avec le logiciel Mascot. Nous avons comparé 
deux  approches  (figure  42),  en  travaillant  sur  les  données  acquises  après  analyse  des 
protéines de  la  souche  complémentée  (pour  laquelle nous avons  le plus de glycopeptides 
putatifs) :  
 
• Première  approche :  qu’apporte  l’utilisation  seule  du  moteur  de  recherche  Mascot 
pour la recherche de glycoprotéines ?  
Les  attributions  peptidiques  de  chacun  des  spectres  MS/MS  acquis  au  cours  de 
l’expérience, après  interrogation des banques protéiques par Mascot,  sont  récupérées. 
Nous avons  regardé quelles  sont  les  informations  relatives aux peptides glycosylés que 
peut apporter cette approche, sans utilisation de « Neutral Loss ».  
 
• Deuxième  approche :  qu’apporte  l’utilisation  combinée  du  moteur  de  recherche 
Mascot et de « Neutral Loss » pour la recherche de glycoprotéines ?  
D’une part, « Neutral Loss » sélectionne  les spectres MS/MS de glycoconjugués putatifs 
parmi  la  liste de  tous  les  spectres MS/MS acquis au cours de  l’analyse de chacune des 










Tout d’abord, pour  l’approche n°1, en  amont du wokflow,  la  liste de  spectres MS/MS de 






digestats peptidiques),  et de 18251 pour  l’approche n°2  (tous  les  spectres  enregistrés  au 
cours de l’analyse des 17 digestats peptidiques et sélectionnés par « Neutral Loss »).  
 





Ensuite,  afin  d’évaluer  la  qualité  des  interprétations  peptidiques  des  peptides  glycosylés 




Avec  l’approche  n°2,  nous  avons  ensuite  appliqué  le  filtre  n°3  (figure  39)  sur  nombre  de 
pertes de neutre détecté par Mascot  identique à celui détecté par « Neutral Loss ». Après 
application de ce filtre, 62% des 2691 spectres sélectionnés possèdent un score d’attribution 
















par Neutral Loss. Afin de  savoir si ces  spectres correspondent à des  faux‐positifs ou à des 
vrais‐positifs dont on perdrait l’information avec Neutral Loss, nous nous sommes intéressés 
à  ces  spectres,  au  nombre  de  77  dans  le  premier  des  17  digestats  peptidiques  analysés 




spectres ont été analysés de  façon plus précise.   Pour  les 9  spectres de peptides putatifs 
monoglycosylés,  l’intensité  relative au  sein des  spectres de  l’ion provenant de  la perte de 









la  recherche  de  spectres  MS/MS  de  glycopeptides  putatifs  parmi  des  jeux  de  données 
relativement  importants.  Son  utilisation,  couplée  à  l’utilisation  du  moteur  de  recherche 
Mascot  pour  l’obtention  des  attributions  de  séquences  peptidiques  pour  chacun  des 
spectres  MS/MS,  permet  d’obtenir  une  liste  de  glycopeptides  putatifs  avec  un  taux  de 
confiance important. 
 
Après  analyse  de  chacune  des  conditions  étudiées  (protéines  des  surnageants  de  culture 
d’un milieu 7H9, avec ou  sans méthode d’égalisation des protéines, ainsi que d’un milieu 
Sauton,  et protéines  cellulaires de bactéries  issues d’une  culture  en milieu  Sauton), nous 
avons  identifié 25 glycoprotéines,  sans utiliser aucune méthode d’enrichissement  (tableau 
12). Parmi ces protéines, les protéines Apa et LpqH, bien caractérisées, sont retrouvées. De 
plus,  la protéine codée par  le gène Rv0175 est une protéine associée au complexe mce. Ce 
complexe  a  un  rôle  dans  l’activation  des  gènes  impliqués  dans  le  traffic  des  substrats 
pendant  la  phase  initiale  d’infection  (Stavrum,  Valvatne  et  al.  2012).  La  protéine  pknE, 
également  identifiée  comme  glycoprotéine  a  été  montrée  comme  ayant  un  rôle  dans  la 
survie  de  Mycobacterium  tuberculosis,  en  inhibant  l’apoptose  des  macrophages  infectés 










Gene Rv Protéines   Expérience    Gene Rv Protéines   Expérience 





SN WT2    2394  Putative gamma‐glutamyltranspeptidase GGTB  SN CP 































SN WT1    3705a  Conserved hypothetical proline rich protein   SN CP 
EC CP    3706c  Conserved hypothetical proline rich protein  SN CP 1411c  Putative conserved lipoprotein LPRG  
EC WT    SN CP 
1743  Serine/threonine‐protein kinase pknE   EC CP    SN WT2 
1754c  Predicted protein   SN CP   
3763  19 kDa lipoprotein antigen LPQH 
EC CP 




SN DC         2068c  Beta‐lactamase  
SN WT1         
 




Dans  cette  étude,  nous  avons  évalué  l’apport  de  deux  méthodes  d’enrichissement  des 
glycoproteines  ou  glycopeptides :  l’affinité  à  la  lectine  concanavaline  A  et  la 
chromatographie d’interaction hydrophile de  type HILIC. Ces deux méthodes ne nous ont 
pas permis d’obtenir  des  résultats  satisfaisants  et/ou  reproductibles,  c’est pourquoi nous 
avons  décidé  de  ne  pas  les  utiliser  pour  cette  recherche  des  glycoprotéines  de 
Mycobacterium tuberculosis.  
De plus, utiliser de telles méthodes d’enrichissement en amont de l’analyse des protéines ou 
peptides  par  spectrométrie  de  masse  peut  conduire  à  analyser  seulement  une  sous‐
population des glycoprotéines présentes dans  l’échantillon. En effet, par exemple,  l’affinité 














de ces problèmes puisqu’elle consiste à  filtrer  toutes  les données acquises au cours d’une 
















identifiée  jusque  là.  Il serait alors nécessaire de  répéter cette expérience en améliorant  le 
protocole  de  préparation  des  échantillons  ainsi  que  le  retraitement  des  données  pour 
obtenir une liste plus complète. 
 
Afin  de  mieux  comprendre  le  phénotype  de  virulence  atténué  pour  la  souche  mutante 
ΔRv1002c du bacille, nous avons par la suite entrepris de réaliser une analyse protéomique 
quantitative  des  protéines  de  la  souche mutante,  de  la  souche  sauvage  et  de  la  souche 
complémentée,  pour  essayer  de  mettre  en  évidence  des  protéines  différentiellement 





RESULTATS  deuxième  partie:  Recherche  des  voies métaboliques  de 










Les  méthodes  de  quantification  relative  sont  utilisées  pour  quantifier  et  comparer  des 
protéomes globaux, sans hypothèse de départ sur les espèces potentiellement variantes.   
Une  première  approche  a  consisté  à  séparer  des  mélanges  protéiques  sur  des  gels 
d’électrophorèse  bidimensionnelle  (gels  2D)  et  à  comparer  l’intensité  des  spots  sur  les 
différents  gels,  correspondant  alors  à  des  protéines  variantes  (Patterson  and  Aebersold 
2003). 
Depuis,  grâce  à  la  montée  en  puissance  des  approches  haut‐débit  d’identification  des 
protéines et le développement d’outils bio‐informatiques pour des approches comparatives, 
des méthodes de quantification relative basées sur l’interprétation des données acquises au 
cours  d’expériences  de  nanoLC‐MS/MS  sont  possibles.  Pour  cela,  des  méthodes  avec 





Au  cours  d’une  méthode  de  quantification  avec  marquage  isotopique,  un  des  deux 
échantillons  à  comparer,  l’échantillon  « lourd »  est  par  exemple marqué  avec  un  isotope 




protéines  (approche  ICAT  par  exemple  (Gygi,  Rist  et  al.  1999)),  ou  encore  par  voie 











Les  échantillons  à  comparer  constitués  d’un  échantillon  « léger »  et  d’un  échantillon 
« lourd » sont mélangés puis traités et analysés simultanément par LC‐MS/MS. Un peptide 
léger  et  son  peptide  lourd  homologue  présentent  les  mêmes  caractéristiques  physico‐
chimiques et vont être élués au même moment de  la colonne chromatographique.  Ils ont 
également  une  faible  différence  de masse  au  sein  des  spectres  de masse.  En  comparant 







Il  est  également  possible  d’obtenir  une  quantification  relative  de  deux  échantillons  sans 




















Cependant,  cette  méthode  nécessite  plusieurs  étapes  bioinformatiques  assez  délicates, 
comme  l’alignement  en  temps  de  rétention  des  différentes  analyses  à  comparer,  la 
normalisation du signal du spectromètre entre  les analyses, ou  l’extraction du signal entre 
les différentes analyses.  








Les  approches  avec marquage  isotopique permettent  la quantification de protéines  au  sein d’une 








2. L’analyse  bio‐informatique  des  données  de  protéomique 
quantitative sans marquage par extraction du signal MS 
 
Les  approches  d’extraction  du  signal  MS  nécessitent  l’utilisation  de  logiciels  permettant 
d’extraire  les  intensités  des  signaux  peptidiques  et  de  les  relier  aux  identifications 
correspondantes.  Pour  cela, de  nombreux  logiciels bio‐informatiques ont  été développés, 





Deux  approches  sont  possibles pour  comparer  les  signaux MS  de  plusieurs  conditions  en 
« label‐free ».  
La première consiste à utiliser comme point de départ les résultats d’identification MS/MS. 
A partir de ces  résultats,  les signaux MS des peptides sont extraits sous  forme d’un appel 
d’ion  ou  XIC  (« Extracted  ion  chromatogram »).  En  effet,  l’intensité  du  signal  MS  d’un 
peptide qui élue de la colonne chromatographique peut être suivie au cours du temps. L’aire 
sous  la  courbe  du  pic  chromatographique  est  le  courant  ionique  extrait  (XIC)  et  est 
proportionnelle  à  l’abondance du peptide dans  l’échantillon  (Ong  and Mann 2005). Cette 
méthode consiste donc à extraire l’intensité du signal pour chaque peptide identifié, de m/z 
connu.  












sont  issus. En effet, en mode DDA,  les  ions précurseurs  les plus  intenses sont sélectionnés 
puis  fragmentés.  Plus  une  protéine  est  abondante,  plus  les  peptides  qu’elle  génère  sont 
abondants et  ces peptides  sont  souvent  séquencés dans  le  spectromètre de masse. Ainsi, 








Cette  méthode  est  relativement  simple  à  mettre  en  place  et  ne  nécessite  pas  d’outils 
bioinformatiques  poussés.  En  revanche,  pour  que  la  quantification  soit  suffisamment 
précise, il est nécessaire qu’un nombre de spectres MS/MS assez important soit obtenu pour 
chaque protéine. Pour cela, un spectromètre de masse suffisamment rapide doit être utilisé. 
De plus, cette méthode n’est valide que pour une gamme de  concentration  limitée  (Bildl, 
Haupt et al. 2012). Par exemple, pour une protéine très peu abondante pour laquelle moins 
de  cinq  événements MS/MS ont  été  enregistrés,  la quantification  se  révèle  être  très peu 
précise (Collier, Randall et al. 2011). 
Ces  deux méthodes  de  quantification  sans marquage  nécessitent  de  réaliser  l’analyse  de 
plusieurs  réplicats  pour  une  même  condition.  En  effet,  les  échantillons  sont  traités  en 
parallèle  depuis  l’extraction  des  protéines,  la  reproductibilité  à  chacune  des  étapes  de 
préparation  de  l’échantillon  doit  être  correcte,  et  il  est  nécessaire  de  réaliser  plus  de 
réplicats. 
Contrairement  aux  approches  avec  marquage,  les  approches  de  quantification  sans 
marquage sont d’un moindre coût.  
 
4. L’analyse  bio‐informatique  des  données  de  protéomique 
quantitative sans marquage par extraction du signal MS 
 
Les  approches  d’extraction  du  signal  MS  nécessitent  l’utilisation  de  logiciels  permettant 
d’extraire  les  intensités  des  signaux  peptidiques  et  de  les  relier  aux  identifications 
correspondantes.  Pour  cela, de  nombreux  logiciels bio‐informatiques ont  été développés, 





Deux  approches  sont  possibles pour  comparer  les  signaux MS  de  plusieurs  conditions  en 
« label‐free ».  
La première consiste à utiliser comme point de départ les résultats d’identification MS/MS. 
A partir de ces  résultats,  les signaux MS des peptides sont extraits sous  forme d’un appel 
d’ion  ou  XIC  (« Extracted  ion  chromatogram »).  En  effet,  l’intensité  du  signal  MS  d’un 
peptide qui élue de la colonne chromatographique peut être suivie au cours du temps. L’aire 
sous  la  courbe  du  pic  chromatographique  est  le  courant  ionique  extrait  (XIC)  et  est 
proportionnelle  à  l’abondance du peptide dans  l’échantillon  (Ong  and Mann 2005). Cette 
méthode consiste donc à extraire l’intensité du signal pour chaque peptide identifié, de m/z 
connu.  

















Pour  obtenir  une  quantification  absolue  des  protéines,  il  est  possible  d’ajouter  dans 
l’échantillon des peptides marqués  (dont on  connait précisément  la quantité ajoutée) qui 
correspondent  aux  peptides  endogènes  à  quantifier  qui  sont  eux,  non  marqués.  La 


















SDS‐Page, nous avons  laissé migrer  les protéines  jusqu’à 1 cm après  la  frontière entre  les 











importante,  avec  un  nombre  de  protéines  identifiées  et  quantifiées  plus  important. 
Cependant le nombre d’échantillons à analyser aurait été trop important.  
Afin  d’essayer  d’obtenir  une  quantification  d’un  nombre  important  de  protéines  en  une 
seule  analyse,  nous  avons  décidé  d’analyser  chacun  des  digestats  peptidiques  sur  un 
gradient chromatographique de 8h. De plus, ne pas réaliser de fractionnement des protéines 






tous  les peptides  identifiés dans  les différentes conditions à comparer, puis  les utilise pour 
aligner  tous  les  runs  en  temps  de  rétention.  Les  peptides  sont  ensuite  assignés  aux 
protéines.  Pour  chaque  protéine,  une  valeur  de  PAI  (« Protein  Abundance  Index »)  est 








Dans  les  surnageants  de  culture  (les  deux  temps  de  culture  confondus),  plus  de  900 
protéines  ont  été  identifiées  et  validées  (figure  46).  Le  nombre  de  ces  protéines  double 
entre  le  temps de  culture de 6  semaines et  celui  correspondant à une DO de 0.5,  ce qui 
semble en faveur d’une lyse des bactéries à des temps de culture important, avec libération 
des  protéines  intra  cellulaires  du  bacille  dans  le  surnageants  de  culture.  En  effet,  les 
protéines sécrétées du bacille n’ont été récemment analysées et  identifiées qu’au nombre 




















nous  avons  comparé  les  expressions  des  protéines  chez  la  souche  sauvage,  la  souche 
mutante et  la souche complémentée, pour chacune des conditions étudiées  (protéines du 





une  évaluation  de  la  significativité  du  résultat,  les  « p‐value »  du  test  de  Student  ont 
également été calculées. Ainsi, des protéines dont  le ratio PAI condition 1/ PAI condition 2 








des protéines des  surnageants de  culture. Dans  le  cas des protéines  issues de  la  lyse des 
bactéries,  une  protéine  est  considérée  comme  variante  entre  une  condition  1  et  une 
condition 2 si  le ratio PAI condition 1/ PAI condition 2 est supérieur à 4 ou  inférieur à 1/4, 














DO de 0.5  (environ 2  semaines),  très peu de protéines  sont différentiellement exprimées 
entre la souche sauvage et la souche complémentée.  
 
Ce  sont  plus  de  40  protéines  qui  sont  différentiellement  exprimées  entre  les  souches 
sauvage et mutante, sur 426 protéines quantifiées (figures 47 et 53). 
Parmi  les protéines sur exprimées chez  la souche mutante,  les 3 antigènes du complexe 85 
(85A (fbpA, Rv3804c), 85B (fbpB, Rv1886c) et 85C (fbpC, Rv0129c)) sont retrouvés. Ces trois 
antigènes constituent  les 3 protéines  les plus abondantes au sein du surnageant de culture 
de Mycobacterium  tuberculosis  (De Souza and Wiker, 2011). Ces protéines sont  fortement 
immunogéniques  au  cours  d’infections  mycobactériennes,  en  terme  de  production 
d’anticorps  et  induction de  stimulation des  lymphocytes  T  (Wiker  and Harboe,  1992). De 
plus,  3  autres  antigènes  sont  également  sur  exprimées  chez  la  souche  mutante :  les 
antigènes mpt53 (Rv2878c), mpt64 (Rv3036c) et pstS1 ou Ag78 (Rv0934). 
De  plus,  les  protéases  homologues  clpP1  (Rv2461c)  et  clpP2  (Rv2460c),  requises  pour  la 








La  protéine DevR  du  régulon DosR  est  retrouvée  sous  exprimée  chez  la  souche mutante 































culture  de  6  semaines,  des  problèmes  d’alignement  des  spectres  ont  été  rencontrés.  En 
effet, certainement en raison d’un problème chromatographique  inhérent à  l’utilisation de 
gradients  relativement  longs,  de  gros  écarts  entre  les  temps  de  rétention  des  mêmes 
peptides dans  les différents runs à comparer ont été observés. En raison de ces problèmes 
d’alignement, seulement 282 protéines ont été quantifiées (pour les 3 souches confondues) 





et  donc  de  la  protéine  correspondante  (si  le même  problème  est  retrouvé  pour  tous  les 
peptides de la protéine) n’est pas possible.  
 
Une  protéine  putative  et  la  protéine  pks4  (Rv1181)  sont  sous  exprimées  chez  la  souche 












différentiellement exprimées entre  la  souche  sauvage et  la  souche mutante  sont  la classe 














De  plus,  3  protéines  du  complexe  mce1  sont  également  sur  exprimées  chez  la  souche 
mutante : mce1C (Rv0171), mce1D (Rv0172) et mce1F (Rv0174). Ce complexe a un rôle dans 













de  virulence  mpt51  (Rv3803c)  et  mpt64  (Rv1980c)  sont  sous  exprimées  chez  la  souche 




















Figure  51:  Réseau  des  protéines  issues  de  la  lyse  des  bactéries  sous  exprimées  chez  la  souche 
mutante par rapport à la souche sauvage, temps de culture correspondant à une DO de 0.5. Réseau 
obtenu avec le logiciel STRING. 
































Ces  résultats  sont  des  résultats  préliminaires.  En  effet  leur  analyse  est  encore  en  cours. 
Cependant,  ils  font apparaitre des différentiels d’expressions de  certaines protéines entre 
les souches sauvage et mutante qui pourraient être spécifiquement associés à l’invalidation 
du gène Rv1002c de la proteine‐O‐Mannosyl‐transferase.  
En  parallèle  de  cette  étude,  une  analyse  transcriptomique  dans  les  mêmes  conditions  a 
également été  réalisée. Ces données  sont également encore en  cours d’analyse et  seront 
confrontées aux données de protéomique quantitative afin de pouvoir mettre en évidence 
















effet,  suite  à  la  caractérisation  des  phénotypes  de  la  souche  sauvage  de Mycobacterium 
smegmatis  et  de  la  souche  mutante  délétée  du  gène  ΔMsMeg  5447,  une  analyse 
protéomique  différentielle  des  protéines  des  surnageants  de  ces  deux  souches  avait  été 
réalisée.  C’est  à  partir  de  cette  étude  que  la  liste  des  glycoprotéines  de Mycobacterium 
smegmatis avait été établie (voir résultats partie A, paragraphe I.D.2). 
En effet, sur le gel SDS‐Page sur lequel ont été déposées les protéines sécrétées des souches 




interrogation  des  banques  de  données,  la  protéine  a  été  identifiée  comme  étant  la 
Fascicline. Pour pouvoir mieux caractériser cette protéine, la protéine recombinante avec un 
tag histidine a été produite. Après purification, une hydrolyse de  la protéine a été réalisée 
afin  de  libérer  les  motifs  saccharidiques  et  en  étudier  le  contenu  par  électrophorèse 
Figure  55A:  Gel  SDS‐Page  réalisé  avec  les 
protéines  du  surnageant  de  culture  de  la 
souche  sauvage,  de  la  souche  mutante  et 
de  la  souche  complémentée  de 
Mycobacterium smegmatis  
Figure  55B: Analyse  par  électrophorèse 
capillaire  des  monosaccharides  libérés  à 

















des  protéines  mycobactériennes.  A  partir  d’une  culture  d’une  semaine  d’une  souche  de 





bonnes  probabilities  de  glycosylation  selon  NetOGlyc.  En  gras  et  en  violet:  sérines  et  thréonines 





analyse que nous avons  réalisée est  l’analyse de  la protéine entière afin de déterminer  le 
nombre  d’hexoses  portés  par  la  protéine,  ainsi  que  d’autres  PTMs  éventuellement 
présentes.  
 
B. Détermination  des  modifications  post‐traductionnelles  de  la 
protéine 
I. Mise  en  place  d’une  analyse  de  la  protéine  entière  pour  la 
détermination des protéoformes 
 
Afin  d’obtenir  le  profil  de  la  Fascicline  recombinante  par  spectrométrie  de  masse 








Parmi  les  différents  spectres  MS  enregistrés  au  cours  de  l’analyse,  ceux  dans  lesquels 
apparaissent des pics correspondant à des valeurs de m/z théoriques de la protéine ont été 
moyennés (figure 57). Un spectre complexe est obtenu, avec une distribution de charge de 






moins  intenses  correspondent  aux  différents  états  de  glycosylation  de  la  protéine  (figure 
58). Un nombre d’hexose maximal de 17 est détecté. Un tel profil de glycosylation n’a jamais 
été mis en évidence auparavant pour une protéine mycobacterienne.  
De plus, une autre modification est détectée.  Il  s’agit de  l’oxydation de  la méthionine du 
peptide C‐terminal. Cette oxydation peut être une modification post‐traductionnelle ou peut 
être une oxydation chimique  introduite au cours du traitement de  l’échantillon,  la seconde 
hypothèse étant plus vraisemblable. 
 
L’analyse  de  la  protéine  entière  nous  a  donc  permis  de  confirmer  sa  glycosylation  et  de 











II. Recherche  des  peptides  modifiés  via  une  approche  de  type 
« bottom‐up » 
 
Avant  ce  travail  de  thèse,  une  analyse  préliminaire  par  nanoLC‐MS/MS  des  peptides 
trypsiques de la protéine non recombinante avait été réalisée. Au cours de cette étude, deux 
peptides N‐terminaux 1‐26 et 1‐27 (qui différent par la présence d’une lysine côté C‐terminal 






Un  écart  de  près  de  5  Da  est  obtenu  (soit  0.02%)  entre  les  masses  moyennes  théoriques  et 
expérimentales. De plus, une masse de 163 Da au lieu de 162 Da est obtenue pour le premier motif 
hexose,  et  une  masse  de  près  de  17  Da  au  lieu  de  16  Da  est  obtenue  pour  l’oxydation  de  la 








De  la  même  façon  que  précédemment,  après  analyse  nanoLC‐MS/MS  des  peptides 
trypsiques de la protéine recombinante, ceux possédant une signature de peptide glycosylé 
ont été retenus.  
Les  peptides  N‐terminaux  déjà  identifiés  précédemment  à  partir  de  la  protéine  non 
recombinante ont été  ici retrouvés, avec de 1 à 3 hexoses sur  le peptide 1‐26, et de 1 à 4 
hexoses  sur  le  peptide  1‐27  (figure  59).  Ce  résultat  diffère  de  celui  obtenu  au  cours  de 































Position  Peptide  Masse  Charge  PTM 
1‐26  EPETTTEAEPTVEIPDPQGPGCDDFK  3182,36  2;3  Hex1, Hex2, Hex3, Cam 
1‐27  EPETTTEAEPTVEIPDPQGPGCDDFKK  3310,45  2;3;4  Hex1, Hex2, Hex3, Hex4, Cam 
27‐33  KAVPSWK  814,47  2    
28‐33  AVPSWK  686,37  2    
84‐118  LAPGQLDAIAADPAALTSLDYYHAFLGLLGNDDVK  3627,85  3;4;5;6    
119‐130  GQRPTQQGAEIK  1311,69  2;3;4    
119‐134  GQRPTQQGAEIKVTGK  1696,92  2;3;4    
122‐130  PTQQGAEIK  970,51  2    
122‐134  PTQQGAEIKVTGK  1355,74  3    
131‐145  VTGKGGDIEVNDTAK  1503,74  2;3    
135‐145  GGDIEVNDTAK  1117,52  2;3    
135‐157  GGDIEVNDTAKLVCGAIHAQNAR  2409,17  2;3;4  Cam 
146‐157  LVCGAIHAQNAR  1322.69  3  Cam 



















qui  ont  subi  la  déconvolution  ont  une  intensité  très  faible,  les  intensités  des  différentes 
formes après déconvolution ne sont peut‐être pas représentatives des intensités réelles. 
De plus, un zoom sur la région de la première forme qui correspond à la forme non modifiée 
permet de mettre en évidence  l’oxydation de  la méthionine présente dans  le peptide que 
nous avons également déterminée au cours de l’analyse de la protéine entière, ainsi que la 
présence  d’une  autre  modification  d’une  masse  de  57  Da  (figure  63).  Nous  n’avons  pas 




















dans  la  région C‐terminale de  la protéine, nous avons  tout d’abord envisagé d’utiliser une 
approche complémentaire à l’approche « bottom‐up », l’approche « top‐down » qui consiste 
en la fragmentation des protéines entières. En effet, la combinaison de plusieurs modes de 
fragmentation de  la protéine peut permettre  l’identification de  fragments glycosylés, ou  la 
























motifs hexoses sur celle‐ci, nous avons testé différents modes de  fragmentation  :  le mode 
ETD  adapté pour  la  recherche de modifications post‐traductionnelles,  le mode HCD,  ainsi 
que le mode de fragmentation en source SID (voir introduction partie A, paragraphe III.B.1). 
En effet, l’utilité du mode ETD lors de la fragmentation de protéines pour l’étude des PTMs a 
bien  été  documenté,  contrairement  à  l’utilité  des  modes  SID  et  HCD.  Pour  évaluer  le 










fragmenté  avec  le  mode  de  fragmentation  choisi.  Le  précurseur  et  les  fragments  sont 



























Au  sein  du  logiciel  ProSight  PC  est  implémenté  le  programme  de  déconvolution  Xtract 
précedemment utilisé pour déconvoluer les spectres MS moyennés. A partir des spectres MS 
enregistrés  dans  l’Orbitrap  contenant  les massifs  isotopiques  des  ions  correspondant  aux 



















Prosight  PC  nous  a  tout  d’abord  permis  de  rechercher  des  fragments  portant  de  0  à  10 
hexoses, avec ou sans oxydation de  la méthionine dans  la  région C‐terminale. En effet, ce 
sont  toutes  les  protéoformes  de  la  protéine  qui  ont  été  potentiellement  fragmentées, 
puisque aucune sélection d’un ion précurseur n’est réalisée dans le spectromètre de masse. 






sont  principalement  des  fragments  aux  extrémités  N‐  et  C‐terminales  qui  sont  obtenus 
(figure 65). 27 fragments sans hexoses, avec méthionine oxydée (fragments en gras) ou non 
oxydée  (fragments  d’épaisseur  normale)  ont  été  détectés.  Ce  sont  donc  44  fragments 
glycosylés qui ont été retrouvés. 
En particulier, un  fragment b9 portant 3 hexoses a été détecté  (flèche verte). Ce  fragment 
correspond  à une partie du peptide N‐terminal précédemment  identifié  comme  glycosylé 
avec  un  maximum  de  4  hexoses.  L’approche  utilisée  ici  nous  permet  alors  d’obtenir 
l’information complémentaire de la localisation de 3 de ces 4 hexoses sur les trois premières 
thréonines du peptide.  
De plus, un  fragment b75 portant 9 hexoses a également été  identifié  (flèche rouge). Etant 
donné  que  4  hexoses  au  maximum  sont  portés  par  le  peptide  1‐27,  une  information 
supplémentaire  est  alors  apportée :  5  hexoses  seraient  localisés  sur  le  fragment  de  la 
protéine  souligné  en  orange,  portion  de  séquence  non  couverte  lors  de  l’analyse  des 
peptides trypsiques. 
Les  autres  fragments  glycosylés  obtenus  après  fragmentation  en  source  de  toutes  les 
protéoformes  de  la  protéine,  principalement  N‐  ou  C‐  terminaux,  n’apportent  pas 
d’informations  supplémentaires  quant  à  la  localisation  des  hexoses  sur  la  séquence  en 
acides aminés. 
 
L’information  intéressante apportée  ici par  l’utilisation de ce mode de fragmentation est  la 
présence  de  5  hexoses  sur  la  région  de  la  protéine  soulignée  en  orange.  Au  cours  de 
l’analyse  « bottom‐up »  des  peptides  trypsiques  précédemment  réalisée  avec  une 
fragmentation  CID,  un  des  deux  peptides  tryspiques  pour  lesquels  aucun  spectre MS/MS 
n’avait  été  obtenu  se  trouve  dans  cette  région.  Aucune  information  sur  une  éventuelle 
glycosylation de ce peptide d’intérêt n’avait alors été obtenue. De la même façon que pour 
le  peptide  C‐terminal  de  la  protéine,  nous  avons  alors  recherché,  dans  cette  analyse 
« bottom‐up » des peptides, les spectres MS dans lesquels sont retrouvés des pics ayant des 
masses correspondant à des valeurs de m/z  théoriques du peptide d’intérêt. En  revanche, 
contrairement  au  peptide  C‐terminal,  nous  n’avons  pu  mettre  en  évidence  aucune 










Avec  une  fragmentation  HCD  de  la  forme  non  glycosylée  de  la  protéine,  seulement  12 
fragments  (quasi‐exclusivement  des  ions  y)  ont  été  retrouvés  (figure  66).  Ce  mode  de 
fragmentation  utilisé  sur  les  protéines  est  décrit  dans  la  littérature  comme  conduisant  à 
l’obtention d’un faible nombre de fragments, ce qui est en adéquation avec ces résultats. 
En  revanche,  après  sélection  des  4  premières  formes  glycosylées  de  la  protéine  (Hex1  à 
Hex5),  ce  sont  les mêmes  ions  fragments  qui  sont  obtenus,  et  aucun  fragment  glycosylé 
n’est retrouvé. 
 
Il semblerait alors que  la  fragmentation HCD des protéines ne permet pas une  localisation 
des hexoses  et  que  ceux‐ci  soient  éliminés  des  fragments,  comme  il  est  le  cas  lors de  la 
fragmentation  des  peptides. De  plus,  ce mode  de  fragmentation  utilisé  sur  les  protéines 
semble peu informatif puisque peu de fragments sont obtenus. 











spectres  acquis  au  cours  des  différentes  expériences  avec  ce mode  de  fragmentation,  la 
résolution  isotopique n’a pas été obtenue pour tous  les  ions au sein des spectres. En effet, 
des espèces aux charges réduites sont également détectées et sont très proches en masses 
des mêmes  espèces  sans  charges  réduites,  le  signal  concernant  les  espèces  d’intérêt  est 
alors  moins  propre  et  la  résolution  isotopique  n’apparait  pas.  De  plus,  l’outil  Xtract  ne 
semble  pas  être  l’outil  le  plus  adapté  pour  la  déconvolution  de  données  issues  de  la 






précurseur  et  que  toutes  les  protéoformes  présentes  dans  le  spectromètre  de  masse 
peuvent subir  la fragmentation,  il est difficile d’interpréter  les résultats obtenus. D’ailleurs, 
cette  technique  ne  permet  pas  de  confirmer  ou  d’infirmer  avec  certitude  les  résultats 














réalisé une  analyse de  type « bottom‐up »  sur  les peptides,  avec une  fragmentation  ETD. 
Avant ce travail, de la même façon qu’avec l’analyse « bottom‐up » des peptides trypsiques 
de la protéine avec la fragmentation CID, cette analyse avait été réalisée sur les peptides de 
la  protéine  non  recombinante. De  façon  intéressante,  une  distribution  non  aléatoire  des 








Afin de confirmer ces résultats, nous avons également analysé  la digestion  trypsique de  la 
protéine recombinante, avec un mode de fragmentation ETD. 




porte un hexose, tandis que  lorsque  le peptide est tri‐glycosylé, un hexose est porté par  la 
thréonine  4  et  deux  hexoses  par  la  thréonine  5.  Il  semblerait  alors  qu’un  certain 
déterminisme guide le processus de glycosylation sur le peptide N‐terminal de la Fascicline.  
 
En  revanche,  au  cours  de  l’analyse  réalisée  sur  les  peptides  de  la  protéine  non 
recombinante, dans le cas du peptide N‐terminal di‐glycosylé, un hexose avait été positionné 
sur  la  thréonine 5, ce qui est en contradiction avec  le  résultat que nous avons  ici obtenu.  
Nous pouvons émettre l’hypothèse que la localisation des hexoses est légèrement différente 
de  la protéine non  recombinante à  la protéine  recombinante qui est alors surexprimée et 



















sélectionnés  et  fragmentés  de  la  même  façon  dans  le  spectromètre  de  masse.  Etant 







charges  importantes  (Swaney, McAlister  et  al.  2008). Afin de  pouvoir  aller plus  loin dans 
l’étude de  la glycosylation de  la  fascicline, et en particulier de ce peptide C‐terminal, nous 
avons alors décidé de réaliser une double digestion  trypsine/endoprotéinase V8  (digestion 
des  protéines  après  les  résidus  acide  aspartique  et  acide  glutamique)  afin  d’obtenir  des 




il nous  a  été possible de  localiser  6 hexoses  sur  5  sites de  glycosylation différents. De  la 
même  façon  que  pour  le  peptide  N‐terminal,    il  semblerait  qu’il  y  ait  un  certain 
déterminisme  dans  la  position  des mannoses    sur  le  peptide  C‐terminal  (peptide  4  de  la 
figure 67). Lorsque celui‐ci est mono‐glycosylé, le premier hexose est toujours positionné sur 
la  thréonine  11,  alors  qu’un  hexose  sur  cette même  thréonine  ainsi  qu’un  hexose  sur  la 





déconvolué  du  peptide  C‐terminal,  nous  savons  que  la  protéine  porte  une  vingtaine 




glycosylation  gène  la  digestion  à  la  trypsine  ou  à  l’endoprotéinase  V8  et  conduise  à  de 
nombreux  clivages  manqués  et  donc  à  des  peptides  de  haut  poids  moléculaires  pour 
lesquels les spectres MS/MS ne sont pas obtenus ou sont peu informatifs.  
Nous avons alors entrepris de simplifier les motifs saccharidiques complexes éventuellement 















« bottom‐up »  sur  des  peptides  aux  motifs  saccharidiques 
« simplifiés » 
 
Nous  savions  que  la  protéine mannosyl‐transferase  codée  par  le  gène Msmeg_5447    est 
responsable de l’initiation de la O‐mannosylation, donc du transfert du premier mannose sur 
une  sérine  ou  une  thréonine  mais  rien  n’était  connu  sur  l’enzyme  responsable  de 
l’élongation  de  la  chaine  saccharidique.  Or,  la  protéine  PimE,  codée  par  le  gène 
Msmeg_5149  est  responsable  de  l’élongation  des  PIM5  en  PIM6  (enchaînement  α1,2) 
(Hunter  and  Brennan  1990).  La  protéine  codée  par  le  gène  Msmeg_4247  est,  elle, 
responsable  de  l’élongation  des  chaines  saccharidiques  portées  par  les  lipoglycanes 
(Chatterjee,  Lowell  et  al.  1992).  Ce  sont  les  deux  seules  enzymes  de  Mycobacterium 
smegmatis du  type  α1‐2mannosyl  transferases,  c’est alors  le  rôle de  chacune d’entre elle 
dans  l’élongation  des  chaînes  saccharidiques  des  protéines  qui  ont  été  évalués  avant  ce 
travail de thèse.  
Les intensités de chacune des glycoformes du peptide N‐terminal ont été recherchées parmi 
tous  les peptides  trypsiques des souches ΔMsmeg_5149 et   ΔMsmeg_4247  (figure 69). Le 
profil des intensités de chacun des peptides N‐terminaux (degrés de glycosylation de 0 à 3) 
dans  la  souche  ΔMsmeg_4247  semble  être  identique  à  celui  de  la  souche  sauvage,  la 
protéine  codée  par  le  gène  Msmeg_4247  ne  semble  alors  pas  être  responsable  de 
l’élongation des chaînes saccharidiques des peptides. En revanche, le profil des intensités de 
ces  mêmes  peptides  N‐terminaux  (degrés  de  glycosylation  de  0  à  3)  pour  la 
souche ΔMsmeg_5149  est différent,  avec  les  formes non  glycosylées et mono‐glycosylées 
majoritaires,  et  un  taux  très  faible  de  peptide  di‐glycosylé.  Ceci  qui  suggère  que  c’est  la 














que  chez  la  souche  sauvage.  De  même,  les  premières  formes  glycosylées  du  peptide 
semblent être plus  intenses,  tandis que  les  formes avec plus de 5 hexoses  semblent être 
moins  intenses.  En  revanche,  le  nombre  d’hexose  maximal  sur  ce  peptide  demeure 




Nous pouvons alors  faire  l’hypothèse  selon  laquelle  chaque hexose du peptide C‐terminal 
est positionné sur une sérine ou thréonine, sans élongation des chaines saccharidiques (il y a 
en effet une vingtaine de sérines et thréonines sur le peptide).  
Une  autre  hypothèse  que  l’on  peut  avancer  est  l’hypothèse  d’une  autre  enzyme  qui 
prendrait le relais, l’enzyme codée par le gène Msmeg_4247 ou bien une autre enzyme non 
connue.  Nous  pourrions  d’ailleurs  construire  un  double  mutant  avec  délétion  des  deux 
gènes Msmeg_4247 et ΔMsmeg_5149 pour évaluer ce point. 
 




technique  de  spectrométrie  de masse  innovante,  la  spectrométrie  de masse  de mobilité 
ionique. En effet, dans  le cas d’un peptide avec présence de chaînes d’oligosaccharides,  le 







peptide  existerait  sous  plusieurs  formes :  à  des  instants  t1  et  t2,  chaque  chaîne  
d’oligosaccharides  pourrait  contenir  un  nombre  d’hexoses  différent  (dynamique  de 
l’élongation des chaînes), et pour un état de glycosylation global du peptide donné, plusieurs 
formes du peptide pourraient alors coexister. En revanche, dans le cas d’un peptide avec un 
seul  hexose  par  site  de  glycosylation,  ceci  ne  serait  pas  le  cas.  Nous  allons  voir  que  la 
spectrométrie de masse de mobilité ionique peut nous permettre de distinguer les deux cas.  
 








A  partir  de  la  solution  d’analytes  en  phase  liquide,  les  ions  sont  produits  par  la  source 
electrospray. Les ions sont ensuite injectés dans la cellule de mobilité ionique dans laquelle 
règne  un  champ  électrique  E  (figure  71).  Les  ions  entrent  alors  en  collision  avec  les 
molécules de gaz présentes dans  la cellule (sans subir de fragmentation). Un  ion ayant une 
conformation étendue rencontrera d’avantage de molécules de gaz que  le même  ion avec 
une  conformation  plus  compacte  et  sa  vitesse  de  déplacement  sera  ralentie.  L’ion  à  la 
conformation étendue arrivera alors plus tard au détecteur alors que l’ion à la conformation 




est  apparu  (McDaniel, Martin  et  al.  1962)  .  Il  a  fallu  attendre  les  années  1997  pour  voir 
apparaitre  la  première  analyse  de  petites  protéines  par  couplage  mobilité  ionique  – 
spectrométrie de masse (Clemmer and Jarrold 1997). Depuis, les techniques instrumentales 
















spectrométrie  de  masse  bio‐organique  (LSMBO)  à  Strasbourg,  nous  avons  voulu  évaluer 
l’apport de  la technique de séparation des  ions par mobilité  ionique pour  la séparation de 
peptides glycosylés et la caractérisation des sites de glycosylation. 
 
En effet, étant donné que  la  technique de mobilité  ionique permet  la  séparation de deux 
espèces  isobares  possédant  des  conformations  différentes,  cette  technique  peut  nous 




N‐terminal.  A  partir  d’une  digestion  trypsique  de  la  protéine,  les  différents  peptides  N‐
terminaux  ont  été  séparés  par HPLC. Une  séparation  complète  de  toutes  les  formes  des 
peptides 1‐26 et 1‐27 n’a pas été possible étant donné que ces peptides sont tous élués à 
des  temps  de  rétention  très  proches.  3  fractions  ont  alors  été  obtenues,  avec  une 
distribution des différents peptides différente d’une fraction à  l’autre (les fractions ont été 
analysées et contrôlées sur un appareil de  type MALDI‐TOF)  (figure 72). Ainsi,  la première 
fraction contient par exemple  les peptides 1‐27 non   glycosylé, mono, di‐ et  tri‐glycosylés, 
ainsi que le peptide 1‐26 avec 3 ou 4 hexoses, en très faibles quantités. Dans cette fraction, 
c’est la forme tri‐glycosylée du peptide 1‐27 qui est majoritaire.  Dans la deuxième fraction,  
la  forme  di‐glycosylée  du  peptide  1‐27  est  la  forme  la  plus  abondante,  et  c’est  la  forme 
mono glycosylée de ce même peptide qui est majoritaire dans la fraction 3. 
 
Les  3  fractions  ont  été  analysées  à  Strasbourg  par  IM‐MS  sur  un  appareil  Synapt G2  de 
Waters par Johann Stojko du LSMBO. 
Après analyse des peptides de la fraction 1,  un appel d’ions des 3 états de glycosylation du 
peptide  1‐27,  avec  3  ou  4  charges  a  été  réalisé  (figure  73).  Des  pics  symétriques  sont 
obtenus  pour  les  3  formes  du  peptide  possédant  3  charges,  suggérant  une  homogénéité 
conformationnelle de ces 3 peptides. En revanche, dans le cas des peptides avec 4 charges, 








De  la même  façon, après analyse  IM‐MS des peptides de  la fraction 2 et appels d’ions des 
ions d’intérêt, les pics obtenus correspondant aux peptides 1‐27 avec 1, 2 ou 3 hexoses et 3 
charges  sont  symétriques  (figure  74).  Cependant,  un  épaulement  apparaît  sur  le  pic 
correspondant  au  peptide di‐glycosylé possédant  4  charges. Cet  épaulement  peut  être  le 
signe  d’une  hétérogénéité  conformationnelle  de  ce  peptide,  donc  de  l’existence  de  deux 
isomères qui diffèrent par la position des deux hexoses sur la séquence en acides aminés. Le 
fait que cet épaulement soit visible sur  le pic correspondant au peptide avec 4 charges et 










chacune  des  thréonines  4  et  5.  Or,  au  cours  des  analyses  préliminaires  réalisées  sur  la 
protéine non  recombinante, une autre  forme du peptide avec 2 hexoses  sur  la deuxième 
thréonine avait été observée, ce qui serait en  faveur de ces  résultats de spectrométrie de 
masse de mobilité  ionique. Dans  le cas où  la forme du peptide di‐glycosylé avec 2 hexoses 






























le  spectre MS  de  celui‐ci  et montrer  la  présence  d’une  vingtaine  d’hexoses. Nous  avions 
donc montré à ce stade de l’étude que c’est ce peptide C‐terminal qui porte la majorité des 
hexoses. 
Afin  de  parvenir  à  localiser  les  hexoses  sur  la  protéine,  et  en  particulier  sur  la  partie  C‐
terminale,  nous  avons  tout  d’abord  envisagé  d’utiliser  la  stratégie  « top‐down »  sur  la 
protéine  entière,  avec  les  fragmentations  SID, HCD  et  ETD.  Cependant,  avec  le mode  de 
fragmentation  ETD,  qui  apporte  le  plus  grand  nombre  de  fragments  au  cours  d’une  telle 















terminale,  nous  avons  alors  envisagé  de  réaliser  une  double  digestion  des  peptides 
(trypsine/V8).  L’analyse  de  ces  peptides  nous  a  alors  permis  de  localiser  6  hexoses 
seulement sur 5 sites de glycosylation différents. 
 








qu’un  nombre  d’hexoses  important  était  toujours  présent  sur  le  peptide  C‐terminal,  en 
raison peut‐être de  l’existence d’une autre enzyme qui possèderait  la même  fonction que 
celle  dont  l’expression  avait  été  bloquée. Nous  pouvions  également  émettre  l’hypothèse 








la  Fascicline : deux possibilités pour  la position de  ces hexoses  avait été déterminé  après 
analyse  de  la  protéine  non  recombinante  avant  ce  travail  de  thèse  alors  qu’une  seule 
possibilité avait été déterminée au cours de ce travail (partie C.2). Cette dernière analyse par 













peptides  et  que  les  informations  obtenues  quant  à  la  localisation  des  PTMs  soient 
incomplètes.  
De  plus,  au  cours  d’une  analyse  d’une  protéine  par  « top‐down »,  afin  d’obtenir 
suffisamment  d’informations  sur  la  localisation  des  PTMs,  il  est  nécessaire  d’avoir  une 
couverture  de  séquence  suffisante.  Au  cours  des  analyses  que  nous  avons  réalisées,  les 
couvertures  de  séquences  obtenues  one  été  trop  faibles  pour  obtenir  suffisamment 
d’informations  sur  les modifications  étudiées. De  plus,  il  serait  nécessaire  de  réaliser  un 
fractionnement des protéines en amont de prochaines analyses pour séparer  les différents 
états de glycosylation de la protéine et ainsi essayer de décomplexifier l’étude. 










la  O‐mannosylation  des  protéines  bactériennes  pour  la  virulence  de  Mycobacterium 
tuberculosis  confirmant ainsi la contribution majeure de mannoproteines du bacille dans la 
physiopathologie  de  l’infection.  Au  cours  de  cette  thèse,  j’ai  donc mis  en  place  diverses 
méthodes  de  protéomique  et  spectrométrie  de masse  pour  identifier  et  caractériser  ces 
mannoproteines  afin  de  mieux  comprendre  leurs  rôles  dans  la  virulence  du  bacille 
tuberculeux.  




tout  le  jeu  de  données  acquises.  Cet  outil  bioinformatique  repose  sur  la  recherche  de 
spectres  MS/MS  caractéristiques  des  glycopeptides  parmi  tous  les  spectres  MS/MS 
enregistrés. Une  première  version  de  l’utilisation  de  cet  outil  bioinformatique  appliqué  à 
l’analyse des protéines  sécrétées par  la  souche  sauvage dans  ce milieu de  culture nous a 
permis  d’identifier  une  liste  de  quelques  glycoprotéines  candidates  possédant  de  faibles 
probabilités de glycosylation et dont ne faisaient pas partie  les 4 glycoprotéines connues à 
ce jour.  
Nous  avons  alors  essayé  d’évaluer  l’apport  de  l’utilisation  de méthodes  d’enrichissement 
dans le cadre de notre étude, afin d’améliorer ce résultat. Nous avons utilisé des méthodes 
d’enrichissement  par  affinité  à  la  concanavaline  A  au  niveau  protéique  et  au  niveau 
peptidique,  ainsi  que  l’apport  de  l’enrichissement  des  peptides  sur  phase  HILIC. 
L’enrichissement par affinité à  la concanavaline A au niveau protéique n’a pas mené à des 
résultats  intéressants,  contrairement  au  même  enrichissement  au  niveau  peptidique.  En 
revanche, par manque de reproductibilité de ces résultats au niveau peptidique, nous avons 
choisi  de  ne  pas  poursuivre  l’utilisation  de  cette  méthode.  L’essai  d’enrichissement  des 
peptides  sur  phase HILIC  a  souffert du manque  de  spécificité  de  cette méthode pour  les 
peptides  glycosylés  et n’a permis  l’identification d’aucune  glycoprotéine. Pour  la  suite de 
l’étude,  nous  avons  alors  décidé  de  ne  pas  poursuivre  l’utilisation  de  ces  méthodes 
d’enrichissement pré‐analytiques.  
En revanche, un des moyens de contrôler  la validité de  la première  liste de glycoprotéines 
était  de  rechercher  les  glycoprotéines  de  la  souche mutante  ΔRv1002c  invalidée  pour  la 
Protein  Mannosyl  Transferase  et  de  vérifier,  chez  cette  souche  mutante,  l’absence  de 
glycosylation des glycoprotéines  identifiées chez  la souche sauvage. Or,  la souche mutante 








de  l’outil  bioinformatique  dédié  a  été  modifiée  (introduction  de  filtres  supplémentaires) 
pour  une  identification  des  glycoprotéines  avec  un  meilleur  indice  de  confiance.  Dix 
glycoprotéines possédant de bonnes probabilités de glycosylation ont alors été  identifiées, 
dont  une  des  glycoprotéines  connues.  La  même  stratégie  appliquée  à  la  recherche  des 
glycoprotéines de la souche complémentée ΔRv1002c : ΔRv1002c a conduit à l’identification 
de  11  glycoprotéines  supplémentaires.  Par  la  suite,  comme  évoqué  précédemment, nous 
avons  également  appliqué  la  même  stratégie  de  recherche  des  glycoprotéines  chez  la 
souche mutante  et  nous  avons  bien  vérifié  l’absence  de  glycosylation  des  glycoprotéines 
identifiées jusque‐là chez la souche sauvage et chez la souche complémentée.  
Enfin,  une  fois  la  stratégie  de  recherche  des  glycoprotéines mise  en  place,  celle‐ci  a  été 
appliquée  à  la  recherche  des  glycoprotéines  présentes  dans  les  extraits  cellulaires  de  la 
souche  sauvage  et  de  la  souche  complémentée  du  bacille.  Ce  sont  4  glycoprotéines 
supplémentaires qui ont été validées.  
Suite  à  l’analyse  de  protéines  sécrétées  et  issues  de  la  lyse  des  bactéries  des  souches 
sauvage et complémentée de Mycobacterium tuberculosis cultivées en milieu Sauton, nous 
avons donc identifié 25 glycoprotéines avec un fort indice de confiance, dont 10 nouvelles1, 
52 (dont LpqH) prédites (sur  la base de  leur  interaction avec  la con‐A) pour  lesquelles nous 





Dans  un  second  axe,  afin  d’évaluer  l’effet  systémique  de  l’arrêt  du  processus  de 
glycosylation  sur  l’expression  globale  des protéines, nous  avons  entrepris de  réaliser  une 
analyse protéomique quantitative des protéines sécrétées et  issues de  la  lyse des bactéries 
de  la  souche mutante, de  la  souche  sauvage et de  la  souche  complémentée. Nous avons 
comparé  les  expressions  des  protéines  à  deux  temps  de  culture,  un  temps  de  culture 
correspondant à la phase exponentielle de croissance et un temps correspondant à la phase 
stationnaire.  Les  résultats  préliminaires  de  ces  études  font  apparaitre  des  différentiels 
d’expressions de certaines protéines entre  les souches sauvage et mutante qui pourraient 
être  spécifiquement associés à  l’invalidation du gène Rv1002c de  la proteine‐O‐Mannosyl‐
transferase Ces données encore en cours d’analyse seront confrontées par aux résultats de 
l’analyse  transcriptomique  réalisée  sur  les mêmes  échantillons  dans  l’objectif  de  préciser 













glycoprotéines  mycobactériennes,  dans  le  but  de  pouvoir  utiliser  cette  stratégie  pour 
l’analyse de glycoprotéines d’intérêt de Mycobacterium tuberculosis. Pour cela, nous avons 
travaillé  avec  une  glycoprotéine  modèle  de  Mycobacterium  smegmatis  identifiée  au 
laboratoire, la Fascicline.  
En  effet  l’analyse  de  la  protéine  entière  a  permis  de  mettre  en  évidence  un  profil  de 
glycosylation  inattendu  avec  un  nombre  d’hexose  totalement  atypique  supérieur  à  20 
unités.  
Ceci nous a conduit à analyser  le digest  trypsique de  la protéine par nanoLC‐MS/MS avec 












supplémentaire  sur  la  localisation  des  sites  de  glycosylation  n’a  été  apportée  par  cette 
méthode en raison d’une couverture de séquence de la protéine insuffisante.  
Enfin, afin de mieux comprendre la répartition des hexoses dans la région C‐terminale de la 
protéine,  à  savoir  par  exemple  si  la  glycosylation  consiste  principalement  en  une  unité 
osidique par site de glycosylation ou si ce sont principalement des chaîne d’oligosaccharides 
que  nous  retrouvons  dans  cette  région,  nous  avons  essayé  d’évaluer  l’apport  de  la 
spectrométrie de masse à mobilité ionique pour répondre à cette question, en collaboration 
avec le laboratoire de spectrométrie de masse bio‐organique de Strasbourg. Cette technique 
nous  a  permis  de  confirmer  la  répartition  des  hexoses  sur  le  peptide  N‐terminal 





Grâce  à  l’outil  bioinformatique  « Neutral  Loss »  développé  au  laboratoire  et  dédié  à  la 
recherche de protéines possédant des PTMs  labiles, nous avons donc réussi à  identifier 25 














La  littérature  indique que certaines des glycoprotéines que nous avons  identifiées seraient 
impliquées dans la virulence du bacille. Afin d’évaluer le rôle de chacune des glycoprotéines 
identifiées  dans  le  phénotype  observé  pour  le  mutant  ΔRv1002c,  il  a  été  décidé  de 
construire les mutants de certaines d’entre elles, choisies selon les données bibliographiques 













cours  de  cette  thèse  nombre  d’approches  couramment  utilisées  pour  l’analyse  des 
glycoprotéines  par  spectrométrie  de  masse.    Ainsi,  nous  avons  prospecté  les  méthodes 
d’analyse  de  type  « Top‐Down »  des  protéines  entières  pour  tenter  de    déterminer  plus 
précisement  le  profil  de  glycosylation  de  la  Fascicline.  Toutefois  ces  approches  se  sont 
avérées encore  insuffisamment  résolutive pour pouvoir aborder  la complexité du mélange 
de glycoformes et protéoformes  résultant de  l’hétérogénéité  intrinsèque du processus de 
glycosylation.  Ensuite,  nous  avons  exploré  les  possibilités  offertes  par  les  approches 




peptide  N‐terminal,  incluant  les  isomères  de  positions  des  motifs  hexoses.  Toutefois,  ici 
encore  c’est  la  complexité  de  l’échantillon  contenant  les  différentes  formes  du  peptide 
trypsique C‐terminal qui a été limitante. Pour obtenir une caractérisation plus complète des 
glycosites de  la protéine,  l’effort doit alors se porter sur  la préparation des échantillons en 
amont de  l’analyse. En effet,  le peptide trypsique C‐terminal est par exemple présent avec 
plus 20 degrés de glycosylation différents et chacun de ces états de glycosylation comporte 





glycaniques  sur  la  chaine  peptidique  Analyser  toutes  ces  formes  au  sein  d’un  même 
échantillon  demeure  un  défi  analytique  avec  les  techniques  actuelles  disponibles  et 






















gel  de  polyacrylamide  à  12%,  dans  du  tampon  de  migration  TGS  (Tris  Glycine  SDS)  1X 
(Biorad),  à un  voltage de 80V par  gel. Dans  certains  cas,  l’analyse est  arrêtée  lorsque  les 
protéines sortent du gel de concentration (« stacking ») et dans d’autres cas,  les protéines 
sont séparées dans le gel de séparation jusqu’à ce que le front de migration atteigne le bas 
du  gel.  Parallèlement  aux  échantillons,  un marqueur  de  poids moléculaire  (Kaléïdoscope, 
Biorad) est également déposé sur le gel.  
Le  gel  est  ensuite  mis  à  colorer  au  minimum  15  minutes  dans  une  solution  de  bleu  de 

















Les  protéines  sont  digérées  in‐gel  en  plaçant  les  morceaux  de  gel  dans  une  solution  de 
trypsine  (ratio  enzyme/substrat  d’environ  1/50,  p/p)  dans  du  tampon  bicarbonate 
d’ammonium 50 mM. Une  réhydratation des bouts de gel est d’abord effectuée  sur glace 
avec  la solution de trypsine pour que  l’enzyme pénètre bien tout  le volume du gel tout en 








Les  protéines  sont  digérées  in‐gel  en  plaçant  les  morceaux  de  gel  dans  une  solution 
d’endoprotéinase  V8  (ratio  enzyme/substrat  d’environ  1/40,  p/p)  dans  du  tampon 
phosphate 25 mM pH 7,8. La digestion s’effectue ensuite pendant 12H à 37°C. Le mélange 
est ensuite chauffé à 95°C pendant 10 minutes afin de désactiver l’endoprotéinase V8. A la 
solution  d’endoprotéinase  et  de  tampon  phosphate  est  ajouté  une  solution  de  trypsine 




















de solvant A’  (5% ACN, 0.05% acide  trifluoro acétique  (TFA)) et 5 µL sont  injectés sur une 
pré‐colonne de phase  inverse C18  (300 µm  ID  x 5 mm, Dionex) à un débit de 20 µL/min. 
Après 5min de dessalage, la pré‐colonne est basculée en ligne avec une colonne analytique 
de  phase  inverse  C18  (75 µm  ID  x  15  cm  PepMap  C18, Dionex)  équilibrée  avec  95 %  de 
solvant A (5% ACN, 0,2 % FA) et 5% de solvant B (80% ACN, 0,2% FA). L’élution des peptides 
est  réalisée  par  un  gradient  croissant  de  5%  à  50 %  de  solvant  B  sur  160 min  (pour  les 
analyses de glycoprotéomique) ou 8H  (pour  les analyses de protéomique quantitative) à 
un débit de 300 nL/min. L’acquisition est réalisée en mode « Data Dependant Acquisition » 












Les  recherches en banques de données ont été  réalisées avec  le  logiciel Mascot Deamon 
(version 2.2.0, Matrix  Science) en utilisant  la macro Extract_msn.exe de Xcalibur  (Thermo 
Fisher  Scientific)  pour  générer  les  peaklists.  L’interrogation  a  été  réalisée  pour  l’espèce 
Mycobacterium  tuberculosis  dans  la  banque  de  données  Uniprot  en  incluant  des 












A  l’issue de  la recherche dans  les bases de données,  les « peak  list » crées par Mascot sont 
entrées  dans  le  logiciel  Neutral  Loss.  Le  logiciel  sélectionne  comme  spectres  de 
glycopeptides  putatifs  les  spectres  dans  lesquels  un  ou  des  ions  possèdent  une  masse 
proche de  la masse  théorique d’un ou de plusieurs  ions provenant de  la perte d’un ou de 
plusieurs hexoses à partir de l’ion parent, avec une tolérance de masse fixée à 500 ppm au 
début de l’étude puis à 800 ppm à la fin de l’étude. De plus, pour ces ions d’intérêt, un rang 





Une  analyse  quantitative  différentielle  des  différentes  conditions  a  été  réalisée  avec  le 
module de quantification  sans marquage de MfPaQ. A partir des  résultats d’identification 
validés,  les profils chromatographiques des peptides correspondants sont  recherchés dans 
les  fichiers  bruts  à  comparer.  Le  logiciel  apparie  dans  un  premier  temps  les  peptides 
identifiés validés dans toutes les acquisitions MS, puis les utilise pour aligner ces acquisitions 









indice d’abondance protéique,  le PAI  (« Protein Abundance  Index »), qui  correspond  à  la 
moyenne  des  intensités  des  trois  peptides  les  plus  intenses  d’une  protéine  (définis  sur 
l’ensemble des  conditions  comparées, et  identiques entre  ces différentes  conditions). Ces 
PAIs sont ensuite utilisés pour calculer  le ratio d’abondance relative d’une même protéine 
dans les différentes conditions.  
Analyse  des  données  avec  le  logiciel  STRING :  Afin  de  visualiser  les  protéines 
différentiellement exprimées possédant une  intéraction dans  les différentes conditions,  les 
































ont traversé  la frontière entre  le gel de concentration et  le gel de séparation. Une bande a 
été  découpée  et  le  traitement  biochimique  décrit  précédemment  pour  l’obtention  du 
digestat peptidique a été réalisé.   
30  μL  de  phase  de  concanavaline A  greffée  sur  des  billes  d’agarose  ont  été  prélévés.  La 
phase a été lavées 3 fois consécutives avec 160 μL du tampon de lavage. 
Le digestat peptidique est repris dans 400 μL de tampon de lavage et mis en présence de la 




















un  système  de  nano‐HPLC  (U3000,  Dionex)  couplé  à  un  spectromètre  de  masse  (LTQ‐
Orbitrap Velos avec module ETD, Thermo Fischer Scientific). Les extraits protéiques secs sont 





L’acquisition  est  également pilotée par  le  logiciel Xcalibur  (Thermo  Fischer  Scientific).  Les 
scans  MS  sont  enregistrés  dans  l’analyseur  Orbitrap  avec  une  résolution  de  100000  à 
m/z=400. Les spectres MS d’intérêt peuvent ensuite être manuellement sélectionnés pour 

















de  la  protéine  est  à  entrer  manuellement.  Les  masses  monoisotopiques  des  fragments 
théoriques  sont  alors  calculées  à  partir  de  cette  séquence.  La  liste  des  masses 
monoisotopiques  théoriques  est  alors  confrontée  à  la  liste  des  masses  monoisotopiques 
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approach  to  specifically  search  glycoproteins of Mycobacterium  tuberculosis.  For  that,  a dedicated 
bioinformatics tool was developed in the lab. I used this tool on data obtained after analysis of several 
proteic  samples.  With  the  use  of  this  bioinformatic  program  and  application  of  some  filters  we 
optimized, we could identify with confidence more than twenty glycoproteins of the pathogen.  
Moreover,  to  fully characterize  the glycosylation of  the newly  identified modified proteins, we also 
developed some mass spectrometry methods  for  the analysis of  the whole proteins.  I worked on a 




















Résumé :  Je me  suis  intéressée  au  développement  de méthodes  d’analyses  en  spectrométrie  de 
masse  pour  la  recherche  et  la  caractérisation  des  protéines O‐mannosylées  de Mycobacterium 
tuberculosis  (Mtb).  Une  étude  préliminaire  faite  au  sein  du  laboratoire  suggérait  le  caractère 
indispensable du phénomène de glycosylation pour  la virulence du bacille. Dans un premier axe,  j’ai 
développé une stratégie protéomique permettant  la  recherche de protéines glycosylées de Mtb au 
sein  de  mélanges  complexes  grâce  à  un  programme  informatique  dédié  développé  au  sein  du 
laboratoire. Nous avons pu valider une  liste d’une vingtaine de glycoprotéines de Mtb. Par ailleurs, 
afin de pouvoir caractériser de  façon précise  les profils et sites de glycosylation des glycoprotéines 
nouvellement  identifiées  de  Mtb,  j’ai  également  mis  en  place  des  méthodes  d’analyse  de 
glycoprotéines  par  spectrométrie  de  masse,  en  travaillant  avec  une  protéine  modèle  de 
Mycobacterium smegmatis, la Fascicline. Différentes techniques, de l’analyse de la protéine entière à 
l’analyse des peptides m’ont permis de caractériser le profil de glycosylation de cette protéine.  
Enfin, dans  le but de  comprendre  le  rôle de  ce processus dans  la  virulence de Mtb,  j’ai  cherché  à 
identifier  et  caractériser  les  voies  métaboliques  affectées  par  l’arrêt  de  la  glycosylation  et 
potentiellement  responsables de  la perte de virulence chez  le mutant ΔRv1002c, via une étude de 
protéomique  quantitative.  L’ensemble  de  ces  travaux  devrait  permettre  de  contribuer  de  façon   




Mots‐clés :  Protéomique  ‐  spectrométrie  de  masse  ‐  glycoprotéines  ‐  O‐mannoprotéines  ‐ 
tuberculose ‐ pathogénicité  
 
Discipline : Biologie structurale et fonctionnelle 
 
Laboratoire : Institut de Pharmacologie et de Biologie structurale, UMR 5089 
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